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RESUMO

SANTOS-LIMA, D. Identificagdo e caracterizacdo dos metabdlitos secundarios ativos secretados pela
bactéria Bacillus velezensis que causam inibi¢do no crescimento de fungos filamentosos fitopatogénicos.
2018. N° de folhas 79f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2018.

Alguns fungos na agricultura séo classificados como fitopatégenos por causarem diversos danos a varios
tipos de plantacGes, gerando doencas desde as raizes até os seus frutos. Uma das formas mais utilizadas para
controlar tais patégenos é o emprego de defensivos agricolas como fungicidas. Entretanto, a utilizacdo destes
compostos quimicos em excesso acarreta uma série de problemas como, por exemplo, contaminagdes desde o solo
até os lencois freaticos, além dos problemas que podem ocasionar a satde do ser humano, direta e indiretamente.
Estudos mostram que bactérias do género Bacillus produzem metabolitos secundéarios, os quais apresentam
atividade antiflngica, entre outras, deste modo, apresentando-se como um potencial alternativa para substituicao
dos agroquimicos. O objetivo deste trabalho foi de identificar e caracterizar os metabodlitos secundarios secretados
por um isolado da bactéria Bacillus velezensis, com acdo antifingica contra a Trichoderma reesei, Fusarium
graminearum, F. oxysporum, F. verticillioides, Aspergillus flavus, Bothrytis sp. e Moniliophthora perniciosa.
Realizou-se a identificacdo molecular da bactéria isolada com base na sequéncia da regido 16S rDNA e fez-se uso
do método de reconstrugdo filogenética neighbor-joining (NJ), que permitiu identificar a bactéria como Bacillus
velezensis. Ensaios antagonisticos mostraram que a bactéria provoca inibicdo do crescimento dos fungos
supracitados. Com intuito de determinar a estrutura do metabdlito secundario responsavel pela inibicdo do
crescimento fangico, o sobrenadante do cultivo da bactéria em caldo BD foi extraido com cloroférmio. Através da
técnica de cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) foi possivel obter uma fracdo de metabdlitos
que, apds analises por UPLC-MS, revelaram-se como uma mistura de compostos. A analise desta mistura por ESI-
CID/MS permitiu identificar trés moléculas conhecidas de surfactina que apresentam cadeias de acido graxo
diferindo entre si no numero de 4tomos de carbono, além da descoberta da estrutura de uma nova molécula ainda
ndo descrita na literatura. O sobrenadante do meio de cultura foi precipitado com &cido, produzindo uma mistura
de metabdlitos que foram fracionados usando cromatografia de permeacéo em gel. Este procedimento forneceu
quatro grupos de fragdes denominados FrSph 1, FrSph 2, FrSph 3 e FrSph 4, que foram analisados por UPLC-
ESI-IT-MS e experimentos de ESI-MS". Esses dados revelaram a presenca concomitante de quatro moléculas de
surfactina previamente relatadas com a adi¢do de quatro metabolitos secundérios da familia da iturina na fragéo
FrSphl. De outra forma, na fracdo FrSph 2 foram observados 0os mesmos compostos com predominancia de trés
derivados de iturina e em menor teor duas surfactinas. A atividade antifingica de todos os grupos de frages foram
testadas por difusdo em &gar com sete linhagens diferentes e o ensaio revelou a maior atividade observada para
FrSph 1 e FrSph 2. A fragdo FrSph 1 mostrou atividade contra Trichoderma reesei, Fusarium graminearum, F.
oxysporum, F. verticillioides, Bothrytis sp. e Moniliophthora perniciosa, mas ndo contra Aspergillus flavus , ja a
fragdo FrSph 2 mostrou atividade contra Trichoderma reesei, Fusarium graminearum, F. oxysporum, F.
verticillioides, Aspergillus flavus e Bothrytis sp., mas ndo contra M. perniciosa. Esses resultados revelaram a

importancia do sinergismo entre os derivados de surfactina e iturina para a agao inibitoria.

Palavra-chave: Bacillus velezensis. Lipopeptidios. Surfactinas. Antiflngico. Iturina.



Abstract

SANTOS-LIMA, D. Identification and characterization of active secondary metabolites secreted by the
bacterium Bacillus velezensis that cause inhibition in the growth of phytopathogenic filamentous fungi.
2018. Number of sheets 79f. Dissertation (Master in Biotechnology) - Biomedical Sciences Institute, University
of S&o Paulo, S&o Paulo, 2018.

Some fungi in agriculture are classified as phytopathogens because they cause various damages to various
types of plantations, generating diseases from the roots to their fruits. One of the most used ways to control such
pathogens is the use of agrochemicals as fungicides. However, the use of these chemicals in excess entails a
number of problems, such as contamination from soil to groundwater, as well as the problems that can directly and
indirectly cause human health. Studies show that bacteria of the genus Bacillus produce secondary metabolites,
which have antifungal activity, among others, thus presenting itself as a potential alternative for the replacement
of agrochemicals. The objective of this work was to identify and characterize the secondary metabolites secreted
by a Bacillus velezensis isolate, with antifungal action against Trichoderma reesei, Fusarium graminearum, F.
oxysporum, F. verticillioides, Aspergillus flavus, Bothrytis sp. and Moniliophthora perniciosa. The molecular
identification of the bacterium isolated on the basis of the sequence of the 16SrDNA region was carried out and
the neighbor-joining (NJ) phylogenetic reconstruction method was used to identify the bacterium as Bacillus
velezensis. Antagonistic assays have shown that the bacterium causes inhibition of growth of the aforementioned
fungi. In order to determine the structure of the secondary metabolite responsible for the inhibition of fungal
growth, the culture supernatant of the bacterium in BD broth was extracted with chloroform. Using the preparative
thin-layer chromatography technique (PTLC) it was possible to obtain a fraction of metabolites which, after
analysis by UPLC-MS, proved to be a mixture of compounds. Analysis of this mixture by ESI-CID/MS allowed
us to identify three known surfactin molecules with fatty acid chains differing in the number of carbon atoms, in
addition to new molecule not yet described in the literature. The supernatant of the culture medium was precipitated
with acid, producing a mixture of metabolites whose were fractionated using gel permeation chromatography. This
procedure furnished four fractions groups named as FrSph 1, FrSph 2, FrSph 3 and FrSph 4, which were analyzed
by UPLC-ESI-IT-MS and ESI-MS" experiments. These data revealed the concomitant presence of four surfactin
molecules previously related with addition of four iturin metabolites family in the FrSphl fraction. The other side,
in the fraction FrSph 2 were observed the same compounds with the predominance of three iturin derivatives and
a lower content of two surfactins. The antifungal activity of all fractions groups by agar diffusion with seven
different strains showed the greater activity observed for FrSph 1 and FrSph 2 fraction. The FrSph 1 fraction
showed activity against Trichoderma reesei, Fusarium graminearum, F. oxysporum, F. verticillioides, Bothrytis
sp. and Moniliophthora perniciosa, but not against Aspergillus flavus and the FrSph 2 fraction showed activity
against Trichoderma reesei, Aspergillus flavus, Fusarium graminearum, F. oxysporum, F. verticillioides, and
Bothrytis sp., but not against Moniliophthora perniciosa. These results revealed the importance of the synergism

between surfactin and iturin derivatives to the inhibitory action.

Keywords: Bacillus velezensis. Lipopeptides. Surfactin. Antifungal. Iturin.
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1. INTRODUCAO

O setor do agronegdcio € um dos mais representativos no Brasil e contribui com, aproximadamente,
24% do PIB (Produto Interno Bruto) (BARROS, 2018). Segundo as projec¢des para 0 agronegocio feita
pelo MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) para 2016/2017, o Brasil esta entre
0s maiores produtores e exportadores mundiais de alimentos como a soja, 0 milho, o acucar, o trigo
entre outros. Contudo, para que continue se mantendo nesta posicao, a forma com que o0s agricultores
tratam as lavouras é muito importante, pois, um dos maiores problemas que agravam a producao de
alimentos causando imensas perdas sdo a presenca de patdgenos. Segundo SUPRAPTA (2012) as
plantacdes estdo expostas a cerca de 70.000 espécies de patdgenos o que diminui em 40% a producéo
dos alimentos. Dentre os varios tipos de patdgenos que atacam as plantas temos os fungos. Estes micro-
organismos quando geram algum tipo de doenca nas plantas sdo denominados como fungos
fitopatogénicos. A acdo destes fungos, podem promover vérias complica¢des no desenvolvimento das
lavouras gerando danos as folhas, frutos, sementes, caules, raizes e ao sistema vascular da planta além
do apodrecimento, portanto, diminuindo a qualidade dos produtos (SILVA, 2013), além de causarem
doencas nos animais e seres humanos. Em funcédo desta problematica, os fungos tornaram-se objetos de

muitos estudos na procura de métodos para um seu controle.

Na agricultura, embora sejam bons os resultados que a utilizagdo dos agroquimicos (pesticidas,
agrotoxicos, defensivos agricolas, praguicidas, entre outros) trazem no cuidado com as lavouras, had uma
preocupacdo que se levantou nos ultimos anos sobre a utilizacdo dos mesmos, levando a producdo de
alimentos sem a utilizacdo deles ou que seu uso adequado fosse comprovado (MORANDI & BETTIOL,
2009).

Alguns dos defensivos agricolas mais empregados sdo os fungicidas os quais apresentam uma
classificacdo de acordo com a sua composicdo quimica e sua forma de acéo contra os fitopatogénicos
(ZAMBOLIM et al., 1995; KIMATI, 1995). Os fungicidas mais utilizados para controle dos efeitos dos
fungos sobre a agricultura sdo: ABACUS HC utilizado em lavoura de algodao, milho, soja e outros;
BIM 750 usado em lavouras de arroz, arroz irrigado e tratamento de sementes; CARBOMAX 500 SC
usado em lavouras de feijdo, soja e citros; SIMBOL 125 SC usado em lavouras de trigo, aveia e café;
Cobre ATAR BR utilizado nas plantagdes de abacate, amendoim, citros, goiaba e cacau, entre outros

(ADAPAR - Agéncia de Defesa Agropecuaria do Parana).

Entretanto, embora apresente resultados satisfatdrios no controle dos patdgenos os defensivos
agricolas como os fungicidas entre outros tém gerado graves problemas. Entre 1999 e 2009 a SINITOX
(Sistema Nacional de Informacdes Toxico-Farmacoldgicas - Ministério da Saude/FIOCRUZ) notificou
que cerca de 60 mil pessoas sofreram intoxicagdes agudas (BOMDARDI, 2011) causadas por compostos
utilizados no combate de pragas da agricultura. Embora alguns outros métodos para reduzir os efeitos

dos fitopatdgenos nas lavouras sejam empregados, tais como a ndo utilizacdo de defensivos agricolas
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ou o seu uso de forma controlada, é de grande relevancia encontrar uma forma de controle para os fungos
a qual a utilizacdo destes tipos de produtos agricolas seja descartada. Deste modo, colaborando para que
0S prejuizos ao meio ambiente e ao ser humano sejam minimizados. Assim, em estudos realizados com
esse propdsito, descobriram-se que determinadas bactérias secretam compostos, denominados
metabolitos secundarios, os quais podem influenciar no desenvolvimento de alguns tipos de fungos,
nematoides e até mesmo de outras bactérias, demonstrando-se um bom potencial biotecnoldgico como
controle bioldgico, além de ndo causar prejuizo aos seres humanos (BENITEZ et al., 2012). Desta
maneira, o estudo referente a identificagdo e caracterizagdo de moléculas do metabolismo secundério de
bactérias, que apresentam atividade contra patogenos de plantas é extremamente importante, dado que
tais moléculas podem substituir os fungicidas empregados na agricultura, agindo como um controle
biolégico com a mesma potencialidade ou até maior, porém ndo causando danos ao meio ambiente e a

ser humano.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Utilizacao de Defensivos Agricolas

O réapido desenvolvimento na producao de alimentos no Brasil releva um possivel aumento para os
proximos anos, desta maneira, influenciando significativamente na economia nacional (SILVA, 2013).
Todavia, a forma de produgéo destes alimentos tem gerado problemas. Em particular, dependendo do
modo como é feito o controle referente as pragas e doencgas que afetam a lavoura, pode-se obter desde

bons resultados até aquelas condi¢fes que podem ser prejudiciais a qualidade do alimento.

O Brasil encontra-se entre 0os maiores consumidores de defensivos agricolas no mundo segundo o
relatério apresentado pela FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) de 2015,
revelando assim que o consumo de fertilizantes e produtos quimicos agricolas no Brasil tem se
intensificado. Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), no ano de 2009 o pais consumiu cerca
de 1 milhdo de toneladas de defensivos agricolas o que corresponde a cerca de 5,2 Kg deste tipo de
produto por pessoa no pais. Entre os anos de 2001 e 2008 o Brasil vendeu cerca de R$ 7 bilhdes de reais
em defensivos agricolas e no ano de 2011 alcancou a marca de R$ 8,5 bilhdes de reais em vendas
(SINDIVEG - Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Vegetal).

O relatério de 2017 apresentado pela ONU (Organizacdo das NagOes Unidas) para os Direitos
Humanos que teve como pauta a questdo alimentar, suscitando a problematica da utilizacdo excessiva
de pesticidas e outros produtos quimicos no tratamento das lavouras, onde menciona-se 0s prejuizos a
salide causado tanto pelo contato direto com os defensivos agricolas quanto o contato indireto pela

ingestdo destes produtos através dos alimentos, por se acumularem e permanecerem no organismo.
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Segundo a SINITOX, entre 2010 e 2011, o nimero de mortes por contato direto (intoxicacdo) com
os defensivos agricolas chegou a 1.500 casos; ja em 2012, notificou-se que cerca de 34% das mortes por
intoxicacdes humanas por agentes toxicos foram causadas por defensivos agricolas e no ano de 2016 o

nimero de mortes pela mesma causa subiu 6% totalizando 40%.

O uso exacerbado de defensivos agricolas para controle das pragas e doencgas em lavouras também
tem acarretado uma serie de problemas ambientais e sociais como a contaminacéao de lencdis freaticos,
bacias hidrograficas, e do préprio solo, além da extingdo de micro-organismos importantes para a
ciclagem dos nutrientes no solo e da selecdo de cepas que apresentam resisténcia aos defensivos
agricolas utilizados (SILVA, 2013).

O emprego dos defensivos agricolas tem despertado na sociedade uma preocupacdo que levou
0 mercado agricola a repensar suas formas e estratégias de cultivo. Essa nova conduta podera incluir a
extincdo do uso dos defensivos agricolas ou o estabelecimento de um controle mais rigoroso da
utilizagdo destes compostos (MORANDI & BETTIOL, 2009).

2.2. Fungos e suas acoes

Os fungos sdo bastante utilizados em alguns setores como na area farmacéutica, da alimentacéo
entre outras. Os cogumelos sdo um exemplo de fungos amplamente empregados na alimentacdo humana.
H& fungos que sdo empregados nos processos de producdo de alguns alimentos como, por exemplo,
leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae, que sao utilizadas na fermentacdo de pées, producéo de
vinhos, rum, uisques (PELCZAR Jr. et al.1996) e cervejas. Estas leveduras sdo usadas também em
outros processos industriais como o processo de fermentacdo para producdo de biocombustivel,
convertendo o acUcar obtido da cana-de-acUcar em etanol (RAW et al. 2001). Na area farmacéutica,
destaca-se o fungo Penicillium chrysogenum ou P. notatum, o qual trata-se de um bolor produtor do -
lactdmico penicilina (TRABULSI & ALTHERTUM, 2008). Ainda neste mesmo ambito, tem o género
do fungo antigamente conhecido como Cephalosporium e atualmente reconhecido como Acremonium,
o qual é responsavel pela producédo do antibiotico cefalosporina (TRABULSI & ALTHERTUM, 2008).
Apesar dos inimeros beneficios inerentes a estes micro-organismos, existem, em contrapartida, alguns
fungos que podem acarretar danos ao homem, animais e a agricultura (WONG et al., 2008). Ao homem
e animais, por exemplo, temos as espécies de fungos dimdérficos como Histoplasma capsulatum que
causam micoses sistémicas como a histoplasmose, uma doenca que afeta os pulmdes e o sistema
reticuloenotelial que atinge humanos e animais (GOMEZ,2011). O fungo geofilico dimérfico Sporothrix
schenckii, responsavel pela micose subcutanea denominada esporotricose, a qual ataca os animais e 0
homem (SILVA et al., 2012). Algumas espécies do género Aspergillus, em especial a espécie A.

fumigatus, podem causar a infeccdo no trato respiratério denominada aspergilose, a qual refere-se a uma
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doenca oportunista que ataca principalmente os pulmdes, entre outros tipos de fungos (BEISSWENGER
et al, 2012). J& na agricultura os fungos sdo classificados como fitopatdgenos por causarem diversos
prejuizos a varios tipos de cultura de lavouras gerando doencas desde as raizes até os seus frutos (DIAS,
2011).

2.2.1. Fungos Fitopatogénicos

O termo fitopatologia origina-se de trés palavras gregas (phyton = planta; pathos = doenca; logos
= estudo), tratando-se portanto, do estudo de doengas em plantas. Dentre os agentes causais das
patogénias em plantas os fungos sdo um dos agentes mais importantes (CAROLLO & FILHO, 2016).

A maioria das doengas em plantas advém da interacdo entre a planta (hospedeiro) e o fungo
(parasita). Segundo KNOGGE (1996) cerca de 10% de todos os fungos conhecidos podem colonizar
plantas, no entanto, os fungos fitopatogénicos representam uma porgdo muito pequena frente a grande
reino Fungi (KNOGGE, 1996). A maioria dos fungos sdo decompositores, utilizando os restos de plantas
e outros organismos como fonte de alimento. Os fungos fitopatogénicos desempenham o papel
dominante ndo apenas por causar epidemias devastadoras, mas também pelas perdas de rendimento
anuais. Por serem persistentes e significativos, os fungos fitopatogénicos sao reconhecidos como sendo
um sério fator econdmico, atraindo assim, a atencdo de agricultores, criadores de plantas e cientistas
(KNOGGE, 1996).

Uma grande parte dos fungos fitopatogénicos apresentam um ciclo de vida no qual vivem
durante um periodo em uma planta hospedeira e, em outro no solo ou mesmo em restos vegetais.
Algumas espécies apresentam todo o seu ciclo de vida em uma planta hospedeira e apenas seus esporos
sdo depositados no solo até 0 momento que sejam levados (pelo vento, 4gua etc.) a um hospedeiro, para
que ocorra a germinagdo e reproducdo, enquanto outras espécies vivem parte de seu ciclo de vida como

parasita de plantas e outra parte de seu ciclo como saprofitas de solo (CAROLLO & FILHO, 2016).

Dentre os fitopatdgenos que prejudicam as lavouras encontram-se 0s fungos pertencentes aos
géneros Penicillium, Fusarium, Botrytis, Moniliophthora e Aspergillus (DIAS, 2011) entre outros. Estes
patégenos sdo amplamente estudados devido aos prejuizos que causam as folhas, frutos, sementes,
caules, raizes, ao sistema vascular da planta, assim como o apodrecimento do colo de plantas adultas

ocasionando a morte das mesmas (DIAS, 2011).

Espécies do género Fusarium desenvolvem-se no solo e apresentam alta patogenia em plantas,
por causar murcha, amarelecimento e podriddo das sementes (NUNES, 2003). Como exemplo, as
espécies de fungos Fusarium graminearum e F. verticillioides afetam varios tipos de cereais como trigo,
milho, aveia, feijdo, soja, cevada entre outros, além de produzirem a micotoxina fumonisina. Por
intermédio de seus ascdsporos contaminam as flores prejudicando seu desenvolvimento e assim

comprometem a formacdo dos grédos, além de também contaminarem diretamente os grdos e outras
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partes da plantula causando grandes perdas na producédo e qualidade fisiologica destes tipos de graos
(CAXIETA, 2012; RAMOS et al., 2014). A espécie F. oxysporum causa podriddo radicular, podridao
do bulbo, damping-off e murcha vascular em culturas de plantas como tomate, palmito, banana, algodédo
entre outros (DEAN, et al., 2014). Algumas espécies deste genéro com o F. graminearum e o F.
oxysporum estdo no ranking das 10 espécies de fitopatégenos de importancia cientifica e econébmica
(DEAN, et al., 2012).

Botrytis spp. prejudicam as fases de desenvolvimento da planta e promovem uma série de
patogenias como o apodrecimento dos frutos, podriddo do bulbo da planta, secura e queda das folhas
(DIAS, 2011). Como exemplo a espécie B. cinerea, conhecida como “mofo cinzento”, contamina plantas
como batata, morango, uvas, limdo, framboesa, gréo de bico entre outras, causando infecgdes que
aparecem no periodo de amadurecimento do fruto e na pos-colheita, afetando a producéo e causando
consideraveis perdas (FILIPPI, 2018; GRABKE, 2014). Esta espécie também esta no ranking das 10

espécies de patdgenos de importancia cientifica e econémica descrita por DEAN e colaboradores (2012).

Espécies do género Aspergillus por sua vez, causam podriddo do fruto (LIMA, 2002). Como
exemplo, a espécie A. flavus, produtora da micotoxina aflatoxina, é encontrada contaminando
principalmente amendoim. Sua presenca se da ho momento do armazenamento dos grdos causando
danos como deterioracdo das sementes, alteracdo nutricional, danos no embrido, descoloracdo entre
outros (CAXIETA, 2012).

O fungo Moniliophthora perniciosa ataca tanto os ramos jovens como flores e frutos. A forma
como ataca a planta é dividida em dois estagios. No primeiro estagio do desenvolvimento do fungo na
planta, sua acdo agride os tecidos meristeméticos da planta levando a perda da dominéncia apical,
ocasionando a superbrotacdo denominada vassoura verde, além de gerar deformidades nos frutos e flores.
No segundo estdgio de desenvolvimento promove a necrose, apodrecimento e morte das regides
atingidas pelos micélios do fungo (DARWICHE, et al., 2017; FORMIGHIERI, 2006).

Uma das maneiras mais empregadas para minimizar a acdo destes fungos nas lavouras € a
utilizacdo dos fungicidas. A utilizacdo destas substancias demonstra-se, em determinado ponto,
importante para conter as pragas além de contribuir para o aumento e geracao de produtos comercias de
qualidade, tornando-se um item de suma importadncia no momento do planejamento do plantio;

entretanto, estes produtos também podem ocasionar problemas graves (DIAS, 2011).

2.3. Estratégias de Controle contra Fungos Fitopatogénicos

Existem varias estratégias para o controle dos fungos fitopatogénicos sendo utilizadas para

evitar ou diminuir a utilizacdo de defensivos agricolas como os fungicidas através de técnicas como a
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rotacdo de cultura, a qual consiste na alternancia anual das espécies vegetais em uma mesma area
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA, 2004); introducdo de material organico
no solo (REIS e FORCELINI, 1995; AMBROSIO et al., 2008); termoterapia (SINCLAIR, 2003), na
gual as sementes sdo tratadas com calor umido (vapor, agua quente) ou calor seco, em temperaturas que
variam de 50 a 85 ° C, por 11 dias (SILVA et al., 2002), e ap6s sdo semeadas. Contudo, nem sempre
essas estratégias sao eficazes no controle de tais patdgenos, levando os agricultores a empregar como
meio de controle de pragas e doencas os defensivos quimicos, 0s quais acabam se tornando
indispensaveis para obtengdo de uma maior produtividade e qualidade do produto proveniente do
agronegocio (KIMATI,1995). Todavia, uma estratégia recente que tem colaborado para a diminuicéo e
até substituicdo ao uso dos defensivos agricolas é o Controle Bioldgico realizado por intermédio de
micro-organismos. Este tipo de método tem sido bastante estudado e tem apresentado resultados
satisfatorios (MORANDI & BETTIOL, 2009).

2.3.1. Controle Bioldgico
2.3.1.1. Definicéo

O controle bioldgico trata-se do uso de populagdes de parasitoides, predadores, patdgenos,
antagonistas ou competidores para suprimir uma populacéo de pragas, tornando-as menos abundantes
e, por consequéncia, menos prejudiciais (Van DRIESCHE & BELLOWS 1996). Este termo foi utilizado
inicialmente pelo pesquisador Harry S. Smith (1919) para representar o uso de inimigos naturais
(introduzidos ou manipulados) para controlar pragas de insetos.

Segundo WILSON & HUFFAKER (1976), vérios pesquisadores ao longo dos anos, em
destaque os entomologistas, tém definido este tipo de controle. DEBACH (1964) define controle
bioldgico sendo a acdo de parasitas, predadores e patégenos que mantém a densidade populacional de
outros organismos em uma média mais baixa do que ocorreria em sua auséncia. J& Van den BOSH et
al. (1982) estabelece que controle bioldgico se trata da regulacdo do nimero de plantas e animais por
inimigos naturais ou, simplesmente, o restabelecimento do balanco da natureza. E CALTAGIRONE
(1988) considera que o controle bioldgico é a regulacdo de populacdes de organismos vivos resultantes

de interacBes antagonisticas como parasitismo, predacdo e competigao.
2.3.1.2. Controle Bioldgico Breve Historia

A histéria do controle bioldgico inicia-se com a utilizagdo de formigas (Oecophylla
smaragdinai) como instrumentos de controle pelos chineses com o objetivo de controlar lepidopteros e
coleobrocas de citrus no século 11l a.C. (Van den BOSH et al., 1982). Em 2.200 a.C. o0s egipcios ja se
referiam a doencas em abelhas, assim como gregos e chineses mais tardiamente referiram-se as doengas
que ocorriam com o bicho da seda e abelhas (GONCALVES, 1996). No século XVIII vérias tentativas

para controle biol6gico foram feitas, no entanto, o sucesso com estas tentativas vieram apenas no século
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XIX, com a introducdo da "joaninha" (Rodolia cardinalis) importada da Australia para Califérnia para
controlar o "pulgdo branco" (lcerya purchasi). Os resultados satisfatérios deste método foram
observados ap6s dois anos da liberacdo da "joaninha". Este tipo de controle foi um marco no controle
biolégico por sua efetividade como controle de pragas (GALLO et al., 1978; GRAVENA, 1992;
PARRA et al.2002). No ano de 1830 micro-organismos como fungos e a posteriore as bactérias e
protozoérios, foram classificados como agentes (pragas) causadores de doencas em insetos. Em 1870,
com este conhecimento, realizaram a primeira tentativa de utilizar tais agentes para controle de insetos
(GALLO et al., 1978).

Em diferentes paises entre os anos de 1890 e 1975 mais de 150 programas de controle bioldgico
apresentaram resultados satisfatorios (STEHR, 1975; Van den BOSH et al., 1982). Neste interim, na
Alemanha, foi descoberta a espécie bacteriana pertencente ao género Bacillus denominada Bacillus
thuringiensis isolada a partir da traca de farinha (Anagasta kuehniella) por Ernst Berliner, a qual
comecou a ser utilizada como inseticida e comercializada como produto na Franga em 1938 e nos
Estados Unidos por volta de 1950 (BRAR et al., 2006; CAPALBO et al., 2004)

Somente no fim do século XIX que o controle bioldgico foi visto como método cientifico, pois
somente ao final deste século que os conceitos referentes aos processos evolutivos, a questdo da luta
pela sobrevivéncia, pressao populacional surgiram para que, assim, desse orientacdo para o conceito de
controle bioldgico (HUFFAKER & MESSENGER, 1976).

2.3.1.2.1 Datas Histéricas do Controle Biol6gico no Brasil

O controle biolégico é bastante recente no Brasil. Seu inicio data da década de 50 com a primeira
publicacdo feita pelo Dr. Reinaldo Foster pesquisador do Instituto de Agronomia de Campinas. Seu
trabalho tratou da paralisagdo do virus mosaico por intermédio do filtrado de Trichoderma sp. No ano
de 1960 Pigatti e colaboradores realizaram a aplicacdo de B. thuringiensis para controlar lagarta de
mandioca (MORANDI & BETTIOL, 2009). Em 1966 utilizam o fungo Metarhizium anisopliae como
controle de "cigarrinha" das folhas no nordeste do pais (GONCALVES, 1996). Na década de 70 criou-
se no curso de P6s-Graduagdo de Entomologia na ESALQ-USP, uma disciplina voltada para a patologia
de insetos dando o inicio nesta area no pais (GONCALVES, 1996). Nesta mesma década o Instituto
Bioldgico do Estado de Séo Paulo, inicia a multiplicacdo e repasse do parasitoide Neodusmetia sangwani
para controle de conchonilha (Antonina graminus), o qual havia sido trazido para o Brasil na década de
60 (FILHO & SILVA, 1988).

Entre os anos de 1986 e 1987 aconteceram as primeiras Reunifes Brasileiras em Piracicaba -
S&o Paulo, sobre o Controle Bioldgico de Doengas de Plantas, desta forma assinalando a formacao desta
area no Brasil. Também no ano de 1987 liberou-se o primeiro biocontrole oriundo de Trichoderma viride.

Tal fungo produz metabdlitos secundarios que causam inibicdo no crescimento de outros fungos
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filamentosos (DIKSHIT et al. 2011). O biocontrole foi fornecido comercialmente pelo Centro Nacional
de Pesquisa de Fruteiras de Clima Temperado da EMBRAPA (MORANDI & BETTIOL, 2009).

De acordo com MORANDI & BETTIOL (2009) na década de 90, muitos fatos referentes a
evolucdo e estabelecimento do Controle Biolégico ocorreram, como exemplo, a aplicacdo do fungo do
género Acremonium para controle da lixa pela empresa Maguari S.A., em 1990 (MORANDI &
BETTIOL, 2009). No ano seguinte houve a publicagdo do livro intitulado “Controle Bioldgico de
Doengas de Plantas”, o qual foi o primeiro nesta teméatica publicado pela EMBRAPA. Em 1992
aconteceu a primeira realizacao de apresentacdes especificas para o tema no XXV Congresso Brasileiro
de Fitopatologia ocorrido em Gramado, além da primeira empresa especializada na producdo e
comercializacdo de Trichoderma sp. para controle bioldgico denominada BIOAGRO ALAM Ltda
(MORANDI & BETTIOL, 2009). Em novembro de 1997 foi publicada pelo IBAMA (Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis) a portaria 131 que estabeleceu
critérios e procedimentos para registros e avaliacdo ambiental de agentes microbianos empregados na
defesa fitossanitaria (MORANDI & BETTIOL, 2009).

A partir dos anos 2000 se deu o desenvolvimento de varios novos produtos entre eles o fungicida
Tricovab® e o Trichodermi® oriundos de Trichoderma spp. e a criagdo da Associacdo Brasileira das
Empresas de Controle Bioldgico — ABCBIo voltados para esta teméatica com a finalidade de unir as
empresas produtoras de produtos biol6gicos para controle de pragas, assim como, 0s comerciantes destes
tipo de produtos com o intuito de regulamentar, fortalecer e representar este tipo de produto no mercado
(MORANDI & BETTIOL, 2009). Desde entdo, ndo somente fungos do género Trichoderma tém sido
estudados e utilizados como controle bioldgico, mas outros organismos também tém apresentado
potencialidades para este tipo de aplicacdo devido aos compostos produzidos por estes micro-

organismos.
2.3.1.3. Agentes de Controle Bioldgico e suas Interacoes

Os inimigos naturais que atuam como agentes de controle bioldgico sdo divididos em dois
grupos. O primeiro como os agentes entomaéfagos e 0 segundo como 0s agentes entomopatogénicos. Faz
parte do primeiro grupo os predadores e parasitoides, ja do segundo grupo os patégenos. Os agentes
entomofagos sdo aqueles insetos que se alimentam de outros insetos. Os inimigos naturais pertencentes
a este grupo devem apresentar como particularidade: ser um predador ou parasita de um hospedeiro ou
presa especifico; flexibilidade as mudancas do meio ambiente; capacidade de multiplicar-se frente ao
seu hospedeiro ou presa; apresentar sincronizacao sazonal com seu hospedeiro ou presa; resisténcia nos
periodos de auséncia de seu hospedeiro ou presa entre outros. Os agentes entomopatogénicos sdo micro-
organismos (patdgenos) que sao utilizados como controle de insetos (hospedeiros) (FILHO &

CIOCIOLA, 2002), a bactéria Bacillus thuringiensis é um exemplo a este tipo de interacéo.
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Uma outra forma de interagdo entre agentes biologicos e as pragas é a competi¢do. A competicao
trata-se da interacdo entre individuos da mesma espécie ou entre individuos de espécies diferentes que
dependem de um determinado recurso (alimento, territério) em comum, sendo este recurso encontrado
em quantidades limitadas, ou seja, a competicdo é uma relacdo desarmonica na qual uma espécie afeta
outra de forma a impedir que ela chegue ao recurso. A competicdo é dividida em competicdo
interespecifica, quando acontece entre individuos de espécies diferentes e intraespecifica quando
acontece entre individuos da mesma espécie (CONNELL, J. H. 1983; RAVEN et al, 1996).

Competicao interespecifica é subdividida em relacdes sendo a primeira relagéo interespecifica
denominada relacdo harménica. Esta refere-se a relages onde as duas espécies sdo beneficiadas como,
por exemplo, na protocooperacao onde as espécies se beneficiam uma com a presenca da outra, contudo,
ndo sdo dependentes uma da outra; mutualismo que consiste na relacdo das duas espécies de tal forma
gue elas ndo conseguem viver uma sem a outra; o inquilinismo trata-se de uma relacdo onde uma
determinada espécie (inquilina) obtém vantagens a partir de outra espécie (hospedeiro) para sua
protecdo, transporte ou até mesmo suporte de maneira que nao cause prejuizos a nenhuma das espécies
envolvidas e o comensalismo é a relacdo entre espécies que uma beneficia-se com os restos alimentares
da outra (CONNELL, 1983; TOWNSEND et al., 2008).

A relagdo interespecifica secundaria é denominada como relacdo desarménica esta ocorre
qguando duas espécies distintas convivem em uma mesma comunidade, todavia, competem pelos
recursos como, por exemplo, o parasitismo, este consiste em uma relacdo onde o parasita associa-se a
um hospedeiro de forma a prejudica-lo, pois, retira de seu hospedeiro recursos para sua sobrevivéncia;
também h& o predatismo que consiste em uma relacdo cuja uma espécie caga, mata e alimenta-se de
outra espécie; a herbivoria assemelha-se ao predatismo, contudo, nesta a espécie herbivora extrai
recursos de partes vivas de uma planta e por fim o amensalismo ou antagonismo é uma relacdo na qual
uma espécie prejudica o desenvolvimento de uma espécie secundaria com o propoésito de adquirir
beneficios em relagdo aos recursos disponiveis. Este prejuizo é causado ou por inibicdo no crescimento
da espécie competidora ou sua reproducdo (MORANDI et al., 2009; TOWNSEND et al., 2008).

2.4. Compostos Antifungicos

Vérios compostos apresentam potencialidades na inibicdo de micro-organismos, desde
lipopeptidios ndo ribossomais até algumas proteinas, as quais sdo produzidas por uma grande variedade
de organismos como as bactérias, 0 ser humano, outras espécies de vertebrados, invertebrados, plantas
e fungos (WONG et al. 2008; WILLIAM et. al. 1989)

Existe uma gama de proteinas antifingicas que foram estudadas como, por exemplo, as

glucanases, um tipo de proteina antifingica obtida de planta (VIGERS et al. 1991). Esta proteina foi
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encontrada na espécie Jatropha curcas, a qual é oriunda de regifes de climas extremos (WEI et al. 2005);
outra proteina é a proteina analoga a proteina taumatina, a qual apresenta a sequéncia de aminoacidos
altamente similar a da proteina taumatina obtida da planta Thaumatococcus daniellii, encontrada no
oeste da Africa. No entanto, a proteina analoga a proteina taumatina, embora seja bastante semelhante
estruturalmente, ndo é doce ao paladar, todavia apresenta atividade inibitéria contra fungos,
diferentemente da proteina taumatina obtida de T. daniellii, a qual é doce ao paladar, e ndo apresenta
nenhuma atividade inibitoria (Ho et al. 2007). Estas proteinas analogas a taumatina 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).

Também existe alguns antifungicos de origem semi-sintética, os quais sdo oriundos da
fermentacéo de véarios fungos como, por exemplo, Coleophoma empedri, Aspergillus nidulans e Glarea
lozoyensis. Os produtos produzidos por estes fungos sdo denominados equinocandinas. No entanto,
inicialmente foi nomeada como pneumocandinas por apresentar atividade in vitro contra espécie
Pneumocystis jiroveci e espécies de Candida (CORTES & RUSSI, 2011; MORRIS & VILLIMANN,
2006). As equinocandinas fazem parte da classe de medicamentos antifingicos que sdo amplamente
utilizados para tratamento de micoses humanas. Sdo hexapeptideos ciclicos compostos com grupos
linoleoil que acila o terminal N do peptideo ciclico, e o grupo amino que conecta a 3-hidroxi-4-metil-
prolina ao grupo d-amino do di-idroxioritina a forma de anel (MORRIS & VILLIMANN, 2006). As
equinocandinas sdo compostas pelas seguintes moléculas: anidulafungina, primeira molécula a ser
isolada desta classe e terceira a ser liberada pela FDA — Food and Drug Administration para uso em
humanos; caspofungina, primeira molécula da classe a ser liberada para uso em humano e a micafungina
segunda a ser liberada par uso em humano (CORTES & RUSSI, 2011).

Estudos focados na produgdo de metabolitos secundérios ativos tém sido realizados. A literatura
mostra que alguns tipos de metabolitos secundarios apresentam potencialidades no controle de varios
micro-organismos, incluindo fungos fitopatogénicos (WONG et al. 2008). Como exemplo o fungicida
Tricovab® o qual é oriundo de Trichoderma stromaticum, pouco toxico e que ja € utilizado para controle

de vassoura de bruxa Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira - CEPLAC.
2.4.1. Metabolismo Secundario

O metabolismo primério pode ser definido como o conjunto de processos e reacdes quimicas
presente em todos 0s organismos existentes, 0s quais geram energia essencial para o desenvolvimento
(PETRY, 2015; VINING, 1986). Ja o metabolismo secundéario depende dos produtos advindos do
metabolismo primario para geracdo de seus produtos e ndo apresenta um papel de importancia direta no
desenvolvimento dos organismos. Esta via metabdlica permite a producdo de compostos ativos ou nao,

e sua producdo se d& no periodo da fase estacionaria como também pode ser produzido durante o
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crescimento do organismo mais precisamente na idiofase (SPECIAN et al., 2014; VINING, 1986).

Para alguns micro-organismos 0s metabdlitos secundarios apresentam um fator importante na
formacdo de esporos, pois, a regulacdo da producdo tanto de conidios quanto dos metabdlitos
secundarios se da por fatores semelhantes, propiciando a geracdao dos metabdlitos durante a esporulacao;
e isso permite retardar a germinacéo dos conidios até que haja um ambiente com melhores condicdes de
crescimento e menor competicdo por nutrientes. Estes metabolitos secundarios ativos desempenham um
papel de limpeza do ambiente frente aos micro-organismos concorrentes no periodo de germinacéo dos
conidios (DEMAIN & FAING, 2000).

Como sugerido por DETHIER (1954) e FRAENKEL (1959), o metabolismo secundério
apresenta um papel de defesa contra patégenos e contra a herbivoria, predacao de partes ndo reprodutivas
de plantas. Segundo WHITTAKER (1975) os aleloquimicos pelos quais um organismo de uma espécie
afeta um organismo de outra espécie, sdo definidos como um subconjunto de metabdlitos secundarios.
Alguns metabolitos secundarios apresentam outras funcdes, por exemplo, protecdo contra raios
ultravioletas, tolerancia a dessecacao, transporte de metais entre outros (STAMP, 2003). Alguns desses

compostos tém sido empregados no controle bioldgico de algumas pragas.

A literatura descreve varios estudos indicando a producdo de compostos antifungicos por
bactérias, plantas e alguns fungos (BENITEZ et al., 2012; FUENTES 2004; GARRIGUES et al., 2016).
Esses compostos bioativos sdo moléculas biodegradaveis e muito menos nocivas ao meio ambiente
(BENITEZ et al., 2012), assim atuando como um biocontrole de menor impacto ambiental. Estudos
realizados demonstraram que bactérias produzem metabdlitos com propriedades antifingicas de
bastante eficacia (BENITEZ, 2010; BENITEZ et al., 2012).

2.4.1.1. Metabdlitos Secundarios Bacterianos

As bactérias sdo reconhecidas pela produgdo de metabdlitos secundarios com agédo antibi6tica.
A grande vantagem da possivel obtencdo destes antibioticos a partir destes micro-organismos esta na
eficécia que apresentam no tratamento contra fungos (BENITEZ, 2010; BENITEZ et al. 2012).

A literatura tem mostrado que determinadas bactérias produzem compostos que influenciam no
crescimento de fungos fitopatogénicos, uma delas sdo as bactérias do género Bacillus. Este género
pertence a familia Bacillaceae, apresentam a forma de bastonetes; sdo gram-positivos, facultativos
aerobios, catalase positivos e produtores de endésporos (MADIGAN et al., 2010). Existem catalogadas
até o momento cerca de 268 espécies deste género, além de cerca de 7 subespécies (EUZEBY, 1997),
as quais tém sido amplamente estudadas por produzirem metabélitos secundarios de amplo espectro de
atividade antifangica (YAN et al., 2012) que sdo produzidos ou pela via NPSP- Nonribosomal Peptide
Syntasis Pathway ou pela via do PKS — Polyketide Synthase (BENITEZ et al. 2012; WONG et al., 2008;

WONG & NG, 2009).
28



Alguns destes lipopeptidios foram identificados e caracterizados, e, em particular, destacam-se

a iturina A, bacilomicina, bacilopeptina, surfactina e fengicina (Figura 1).

A familia da iturina compdem as iturinas A, C, D e E, bacilomicina D, F, L, bacilopeptina e
mycosubtilina. Esta familia apresenta uma estrutura similar entre as moléculas, sendo sua estrutura um
pentapeptidio ou heptapeptidio ciclico com uma cadeia de &cido graxo contendo de 14 a 17 4&tomos de
carbono (ALVAREZ, 2011; JEMI et al., 2017;). De acordo com MAGET-DANA & PTAK (1990) o
mecanismo de a¢do das moléculas de iturina ocorre quando estas alcancam e 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 da surfactina refere-se aquelas moléculas formadas por um heptapeptideo ligado a
uma cadeia de &cido graxo contendo entre 13 a 16 atomos de carbono. Uma das atividades associadas
as moléculas pertencentes a esta familia é a de causar alteracdo na membrana fosfolipidica devido as
interacOes fortes que estabelecem com a membrana, além de serem poderosos surfactantes, por terem a
capacidade de reduzir a tensdo superficial da dgua de 72 para 27 mN/m em uma concentracdo tdo baixa
guanto 0,005%, além de apresentar potente atividade antiviral, antitumoral, anticoagulante e bem como
inibicdes enzimaticas (MNIF & GHRIBI, 2015; YAN et al., 2012).

E, finalmente, a familia da fengicina, refere-se a lipodecapeptidio ciclicos ligados a uma cadeia
de acido graxo contendo entre 14 a 18 4&tomos de carbono (saturados ou insaturados), apresentando uma
forte acdo contra fungos filamentosos. As fengicinas diferem das iturinas e surfactinas pela presenca de
amino&cidos incomuns, como ornitina e alo-treonina. A variagdo da posi¢do 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 (ALVAREZ, 2011; MNIF & GHRIBI, 2015; ONGENA et al., 2005).
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Figura 1: Estrutura da molécula (A) surfactina, (B) fengicina e (C) iturina (MONGKOLTHANARUK, 2012).
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2.5. Bacillus velezensis

De acordo com RUIZ-GARCIA e colaboradores (2005), Bacillus velezensis é assim denominado
por ter sido isolado pela primeira vez do rio Vélez em Malaga, sul da Espanha. Trata-se de uma bactéria
gram positiva e é classificada morfologicamente como um bacilo. E produtora de enddsporos, 0s quais
sdo elipsoidais e encontram-se em posicGes paracentrais ou subterminais. Ndo contém cristais
paraesporais ou acumulam acido poli-hidroxibutirico. Sua motilidade ocorre por intermédio de flagelos

peritricosos.

A bactéria B. velezensis € capaz de crescer em concentracbes de NaCl até 12% (m/v). Seu
crescimento ocorre dentro da faixa de temperatura de 15 a 45 °C e em valores de pH entre 5 e 10 e ndo
crescem em anaerobiose na presenca de nitrato ou fumarato, de indol, lisina descarboxilase, ornitina
descarboxilase e em lisozima (0.001%, m/v). B. velezensis é uma bactéria quimio-organotrofica e
produtora das enzimas catalase e oxidase. Também produz &cidos a partir de L-arabinose, celobiose, D-
frutose, glicerol, D-glucose, glicogénio, inositol, lactose, maltose, manitol, D-manose entre outros (RUIZ-
GARCIA et al., 2005). Apresenta a capacidade de reduzir nitrato e produzir sulfeto a partir da L-cisteina,
hidrolisar sangue, amido, gelatina e caseina (RUIZ-GARCIA et al., 2005).

Estudos mostraram que B. velezensis era considerado um sinénimo heterotipico de B.
amyloliquefaciens (DUNLAP et al., 2016). O sequenciamento e analises do genoma, morfologia,
fisiologia, quimiotaxonémia e filogenética de B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FzZB42, B.

methylotrophicus, B. oryzicola mostraram que estas espécies compartilham do mesmo fenétipo e
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gendtipo que a espécie B. velezensis. Assim, de acordo com DUNLAP e colaboradores (2016) tais
espécies deverdo ser reclassificadas como sinbnimos heterotipicos de B. velezensis, ja que esta foi descrita

na literatura primeiramente do que as outras.

3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Identificar e caracterizar 0os metabdlitos secundarios ativos secretados pela bactéria Bacillus

velezensis que causam inibicdo no crescimento de fungos filamentosos fitopatogénicos.
3.2. Objetivos Especificos
1. Identificagdo filogenética da bactéria de estudo;
2. Realizar ensaios antagonisticos entre B. velezensis e o fungo filamentoso Trichoderma reesei;

3. Realizar ensaios antagonisticos entre B. velezensis e os fungos filamentosos fitopatogénicos
Fusarium graminearum, F. oxysporum, F. verticillioides, Aspergillus flavus, Bothrytis sp. e

Moniliophthora perniciosa;

4. ldentificar os metabdlitos secundarios da bactéria por Cromatografia liquida (UPLC-ESI-IT/MS)
e Espectrometria de Massas (ESI-CID/MS).

5. Fracionar o extrato do precipitado do meio de cultura por intermédio de separacdo em coluna
de permeacdo em gel (SEPHADEX);

6. Analisar os grupos de fragdes obtidos no fracionamento por meio de Cromatografia liquida
(UPLC-ESI-IT/MS);

7. Analisar o efeito antifungico dos grupos de fracOes obtidos através da técnica de cromatografia

em permeacdo em gel contra os fungos filamentosos através do ensaio de difusdo em &gar.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Micro-organismos e Meios de Cultura

4.1.1. Micro-organismos

O micro-organismo utilizado para este trabalho foi a bactéria Bacillus velezensis isolada de uma
placa contendo o fungo Trichoderma reesei QM9414 no Laborat6rio de Biotecnologia da Escola de
Artes, Ciéncias e Humanidades da Universidade de S&o Paulo, pelo Prof. Dr. Felipe Santiago
Chambergo Alcalde. A linhagem do fungo filamentoso Trichoderma reesei QM9414 cedida pelo Prof.
Dr. Felipe Santiago Chambergo Alcalde. Algumas espécies do fungo fitopatogénicos Fusarium
graminearum, F. oxysporum, F. verticillioides, Aspergillus flavus e Bothrytis sp. foram fornecidos pelo
Prof. Benedito Correia do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo ICB-USP. O fungo Moniliophthora perniciosa foi cedido pela Prof. Dr2.
Cristina Pungartnik do Departamento de Ciéncias Biol6gicas do Laboratorio de Biotecnologia de fungos
do Centro de Biotecnologia e Genética na Universidade Estadual de Santa Cruz em Ilhéus, Bahia. Tais
fungos foram escolhidos devido a sua importancia frente aos danos que causam na agricultura, aléem de
alguns deles como F. graminearum, F. oxysporum e Botrytis sp. serem considerados de grande

importancia econdmica/cientifica (DEAN, et al., 2012).
4.1.2. Meios de Cultura

Os meios de cultura utilizados neste trabalho para o crescimento dos micro-organismos foram os
meios LB (Tabela 1), para o inéculo da bactéria e 0 mesmo acrescido de 2% de &gar para a obtengdo do

meio s6lido; PDA (MERCK) para crescimento dos fungos filamentosos.

Para o0 ensaio referente ao melhor meio de cultura para producao dos metabdlitos secundarios pela
bactéria empregou-se os meios H medium (Tabela 1), Lambda broth (Tabela 1), LB medium (Tabela
1), Tryptone broth (Tabela 1), TY medium 2x (Tabela 1) e o caldo Batata Dextrose (BD). A preparacédo
do caldo BD consiste em 200g de batata cozida em 700 ml de 4gua deionizada, obtendo-se um caldo de
batata o qual foi filtrado e transferido para um erlenmeyer de 2 L, o volume final foi ajustado para 1 L,

adicionou-se 20g de dextrose e autoclavou-se a 121° C por 20 minutos).
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Tabela 1: Reagentes para producdo de 1 L dos meios de cultura usados neste trabalho:

Comenenes L8 L8 LA Cato M TOROR g
Adgar 109
Batata Baraka 200g
Dextrose 209
Dumed sy s
NaCl 59 59 250 8¢ 59 59
NaOH 1M 1mL
Triptona 109 10g 109 109 10g 16 g
H.O asp 1L 1L 1L 1L 1L 1L 1L

4.2. Ensaios Antagonisticos in vitro

4.2.1 Ensaio Antagonisticos entre B. velezensis e o fungo Trichoderma reesei

Os ensaios com T. reesei QM9414 foram realizados utilizando-se uma suspensao estoque de
esporos, a qual foi produzida a partir de uma suspenséo anterior, da qual pipetou-se 3 uL. em meio de
cultura PDA. A placa foi incubada a temperatura ambiente por 7 dias e, ap6s este periodo, os conidios
contidos na placa foram resuspendidos em 10 mL de NaCl 0,9%, homogeneizados e quantificados em

camara de Neubauer, obtendo-se na contagem a média de 4 x108 conidios/ml.

Realizou-se a quantificacdo bacteriana através da leitura de ODsoo em espectrofotdmetro.
Utilizou-se o0 meio de cultura LB onde a bactéria foi plagueada e incubada a 37° C por 16 h e apds
inoculada em 5 mL de LB liquido. Uma aliquota da cultura teve absorbancia medida em
espectrofotdmetro para determinacdo do numero de células/mL da bactéria, o qual foi de 3,49 x 10°

células/mL.
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Para o teste antagonistico de atividade antifingica entre B. velezensis e o fungo T. reesei
QM9414, utilizou-se o meio PDA (MERCK). Em extremidades opostas de placas distintas de PDA
foram pipetadas uma aliquota de 2 pL (8 x 10° cel/ml), 4 pL (1,6 x 10° cel/ml), 6 pL (2,4 x 10° cel/ml),
8 uL (3,2 x 10° cel/ml) e 10 uL (4 x 10° cel/ml) das células bacterianas (em placas distintas) e na outra
extremidade, de cada placa, pipetou-se uma aliquota de 3 pL (1,047 x 10° conidios/ml) do fungo T.
reesei, enquanto na placa controle somente continha os conidios do fungo. As placas foram incubadas a

temperatura ambiente por um periodo de 7 dias.
4.2.3. Ensaio Antagonisticos entre B. velezensis e os fungos fitopatogénicos

Para o teste antagonistico entre B. velezensis e os fungos fitopatogénicos Fusarium graminearum,
F. oxysporum, F. verticillioides, A. flavus, M. perniciosa e do fungo Bothrytis sp. utilizou-se 25 ml de
meio de cultura PDA (MERCK) em cada placa de petri. Em uma mesma placa de PDA, foram pipetadas
em suas extremidades uma aliquota 3 pL (1,047 x 10%cel/ml) de células bacterianas e depositado um
disco micelial (6 mm de didmetro) com conidios dos fungos crescidos por 7 dias no centro da placa. As
placas controles somente continham os discos de 6 mm de conidios dos fungos. Todas as placas foram

incubadas a temperatura ambiente por um periodo de 7 a 11 dias.

4.3. Obtencéo dos Metabdlitos Secundérios de B. velezensis

4.3.1. Meio de cultura para producéo de metabolitos secundarios

Cerca de seis meios de cultura especificos para cultivo bacteriano foram escolhidos e testados
sendo eles H medium, Lambda broth, LB medium, Tryptone broth, TY medium 2 x e o caldo BD
produzido pelo Professor Doutor Cleverson Busso para que entre eles fosse escolhido 0 meio mais

adequado para producdo dos metabolitos secundarios de interesse deste estudo.

Os meios de cultura escolhidos, exceto o caldo BD, foram meios ricos descritos no Short
Protocols in Molecular Biology (1992), pois, a maioria dos trabalhos escolhiam meios deste tipo para

este proposito.

Cada meio de cultura foi inoculado com a bactéria e colocado sobre agitacdo a 140 rpm por 96 h a
30° C, como descrito por AYED et al. (2014) e CHEN et al., (2008), porém, o tempo foi ajustado para
as condigdes disponiveis em laboratério. Apo6s estes meios foram centrifugados em centrifuga
refrigerada HITACHI Himac CR21F a 8.000 rpm, com o rotor R10A durante 20 minutos a 4° C.
Transferiu-se o sobrenadante de cada meio para erlenmeyers limpos, para que fossem filtrados a vacuo

com filtro millipore de poros 0.22 um para eliminar possivel presenca da bactéria no meio.
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4.3.1.1. Obtencédo das Fracdes Organicas

Para obtencdo dos metabolitos secundarios produzidos pela bactéria, submeteu-se 1 L do
sobrenadante do meio de cultura a um processo de extracdo por particdo. Empregou-se como solvente
extrator 1 L de cloroférmio. A mistura foi agitada manualmente, em seguida, mantida em repouso até
total separacdo entre as duas fases formadas sendo elas organica e aquosa. A fracdo organica passou por
este procedimento por mais duas vezes, a fim de se obter uma maior quantidade dos metabdlitos
secundarios. A fracdo orgéanica foi transferida para um baldo de fundo redondo para eliminacdo do
solvente organico em rotaevaporador sob pressdo reduzida a temperatura de 45° C. Ap6s a evaporacao,
obteve-se um liquido viscoso amarelado que foi analisado por Cromatografia em Camada Delgada
(CCD).

4.3.1.2. Triagens Cromatograficas

As placas de CCD e Cromatografia em Camada Preparativa (CCP) (Merck Silica gel G e GF254,
sobre vidro) e cromatofolhas de aluminio de silica gel Fluorescence UV 20 x 20 cm (CAT no. 4020222,
Whatman) foram reveladas sob luz UV (254 e 365nm) e em seguida borrifadas com solucdo de
anisaldeido sulfurico modificado (Merck, 1971). Este ultimo revelador é considerado universal por ter

a capacidade de detectar diferentes classes de metabdlitos secundarios em diferentes coloragdes.
4.3.2. Producéo dos metabdlitos secundarios por B. velezensis

Para extracdo dos metabdlitos secundérios, a bactéria B. velezensis foi plaqueada em meio LB
acrescido de agar e incubada a 37° C por 14 h. Apo6s este periodo, com o auxilio de uma alca, retirou-se
uma quantidade de células bacterianas para a inoculagdo em caldo BD, distribuido em 5 erlenmeyers
(1L) contendo 200 mL do meio. Para aeracdo dos meios, estes foram mantidos sob agitacdo em shaker
a 140 rpm com temperatura de 30 ° C por 96 h como descrito por AYED et al. (2014) e CHEN et al.,
(2008), porém, o tempo foi ajustado para as condi¢des disponiveis em laboratério. Em seguida estes
meios foram centrifugados em centrifuga refrigerada HITACHI Himac CR21F a 8.000 rpm, com o rotor
R10A durante 20 minutos a 4° C. Transferiu-se o sobrenadante destes 5 frascos para um (nico
erlenmeyer (1L) para entdo, ser efetuada a filtracdo a vacuo com filtros millipore de poros 0,22 pum para
eliminar possivel presenca da bactéria no meio. O meio foi mantido sob refrigeracdo a 4° C até o

processo da extracdo dos metabdlitos secundarios presentes ho mesmo.

4.4. ldentificacdo Bacteriana

4.4.1. Extragdo do DNA

Utilizou-se para preparacdo e extracdo do DNA gendmico da bactéria o protocolo CTAB
modificado descrito por HAYNES (2012).
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Inoculou-se a bactéria em 5 mL de LB, a 37° C por 12 h. Ap0s este periodo, transferiu-se 1,5
mL do inéculo para um tubo de microcentrifuga, o qual foi centrifugado a 10.000 rpm por 5 min a
temperatura ambiente; descartou-se o sobrenadante e o pellet foi resuspendido com Tampéao TE (Tris
0,5 M; EDTA 10 mM). Ajustou-se a ODeggo para 1 com tampéo TE e transferiu-se cerca de 740 ul das
células para um novo tubo de microcentrifuga e a este adicionou-se 20 pl de lisozima (100 mg/mL). A
mistura, incorporou-se 40 pL de SDS 10% e 8 pL Proteinase K (10 mg/mL) e incubou-se por 1 hora a
56° C.

Posteriormente, adicionou-se 100 pL NaCl 5 M e 100 pL de CTAB/NaCl (10%/0,7M) e
incubou-se a 65° C por 10 min. Em seguida, adicionou-se 0,5 mL de cloroférmio: alcool isoamilico
(24:1), misturou-se, e entdo, centrifugou-se durante 10 min a temperatura ambiente. Coletou-se a fase
aquosa que foi transferida para um novo tubo de microcentrifuga. Adicionou-se 500 pL de fenol:
cloroformio: alcool isoamilico (25:24:1, v/viv), misturou-se e centrifugou-se a 12.000 rpm por 10 min
a temperatura ambiente. Transferiu-se a fase aquosa para um novo tubo de microcentrifuga e adicionou-

se de 0,6 volumes de isopropanol a —20° C por 2 horas para precipitacdo do DNA.

Em seguida, a amostra foi centrifugada por 15 min em 12.000 rpm a 4° C, descartou-se 0
sobrenadante e ao pellet adicionou-se etanol 70% a -20° C, e a amostra novamente passou por
centrifugacdo a 4° C em 12.000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet deixado em

temperatura ambiente para evaporagdo do etanol restante.

Ao pellet adicionou-se 170 pl de EB buffer do QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) e 1 uL
de RNase A, centrifugou-se rapidamente (um pulso) e incubou-se por 1 hora a 37° C. Para a inativacao
da enzima RNase A; a amostra foi incubada posteriormente a 70° C por 15 min e o tubo em seguida foi

levado ao gelo.

Para o processo de precipitagdo aplicou-se 0,1 volume de 3 M de acetato de sddio ao tubo com
a amostra e ressuspendeu-se. Adicionou-se cerca de 2,5 volumes de etanol 100% e o tubo foi levado
novamente para ser centrifugado apenas com um pulso para misturar os reagentes a amostra. Em seguida,
deixou-se a amostra a — 80° C por 30 min para precipitacdo do DNA e, ap0s este periodo, centrifugou-
se por 20 min em 10.000 rpm a 4° C. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente e ao pellet
novamente adicionou-se etanol 70% gelado e centrifugou-se a 4° C por 5 min a 10.000 rpm. Descartou-
se 0 etanol e deixou-se o tubo aberto para evaporacdo do etanol restante. Por fim, ressuspendeu-se o
pellet em 100 ul de Tampao TE e realizou-se uma eletroforese em gel de agarose de aliquota de 5 pl da

amostra.
4.4.1.1. Eletroforese em gel de agarose

Preparou-se o gel de agarose 1% em tampédo TBE (45 mMTris-Borato, 1ImM EDTA pH 8.0)

contendo 2,5 pl de corante de DNA SYBR SAFE (ThermoFisher Scientific). As corridas de eletroforese
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em tampdo TBE ocorreram a 100 V por 40 min. Os fragmentos de DNA foram visualizados em

transiluminador de luz azul Safe Imager Transluminator S37102 (Invitrogen Corporation).
4.4.2. PCR e Purificacao

Para a amplificacdo do gene 16S rDNA do DNA gendmico de Bacillus velezensis, utilizou-se
primers especificos para esta regido conservada do DNA. Utilizou-se o primer forward fD1 (5° -
CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG — 3°) e o primer reverse rD1 (5° —
CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC - 3’) descrito por WEISBURG e
colaboradores (1991). Para a realizacdo da PCR usou-se o aparelho Eppendorf® Mastercycler personal.
A preparacao da reacdo de PCR seguiu as recomendacdes indicadas pelo fabricante da enzima Go Tag®

DNA Polimerase (Promega).

Areacdo de PCR em 50 pl foram nas seguintes condi¢es: 30 ciclos consistindo de desnaturacao
a 95° C por 2 minutos, pareamento a 42° C por 30 segundos e elongacdo a 72° C por 1 minuto e 40
segundos. Por fim, um ciclo adicional de 5 minutos foi inserido para a extensdo final e deixou-se a
amostra a 4° C por tempo indeterminado. A visualizacdo e separacdo das bandas do DNA foi feita em
gel de agarose 1% usando voltagem de 100 V por 40 min e posterior visualizagdo no MultiDoc-1t M-16
(UVP).

Apobs eletroforese, purificou-se 0 DNA amplificado com Qiaquick® Gel Extraction Kit (Qiagen)

de acordo com as recomendacdes do fabricante.
4.4.3. Sequenciamento do DNA

Submeteu-se o produto purificado ao sequenciamento Sanger (Sanger 1977), com o auxilio do
sequenciador automético ABI 3130 DNA Analyzer (Applied Biosystems™) no Laboratério de
Gendmica e Elementos Transponiveis (GATe) (Instituto de Biociéncias, Universidade de Sao Paulo).
Para isto preparou-se um mix de sequenciamento para a amostra de 16S rDNA cuja qual foi dividida em
dois tubos. No tubo 1 colocou-se 0 mix que foi preparado utilizando-se de 3 pL de agua MilliQ estéril,
2 pL de Buffer (5x), 2 uL de primer forward fD1 e 1 pL de BigDye (BigDye V3.1 Cycle - Thermo
Fisher Scientific). Para o tubo 2, colocou-se 0 mesmo mix, porém, utilizou-se 2 uLL do primer reverse
rD1. As solucgdes foram submetidas ao seguinte ciclo de sequenciamento: 95° C por 90 s, seguido de 35
ciclos de 95° C por 18s, 55° C por 12 s e 60° C por 4min.

A precipitagdo dos produtos obtidos, foram realizadas adicionando-se aos mesmos 2 uL. EDTA
125mM, 2 pL acetato de sodio 3 M e 50 pL de etanol 100% e homogenizou-se. Ap6s homogenizagado
incubou-se a temperatura ambiente por 15 min. Apds este tempo centrifugou-se a amostra por 45 min a
4.000 rpm & 24° C e descartou-se o0 sobrenadante e adicionou-se 70 pL de etanol 70% a amostra. Apos
a adicdo do etanol centrifugou-se a amostra por 15 min a 4.000 rpm & 24° C e seu sobrenadante foi
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novamente descartado e a amostra foi levada para estufa a 30° C até todo etanol evaporar, e em seguida

ressuspendeu-se amostra em 10 plL formamida.
4.4.4. Qualidade das Sequéncias, Alinhamento Multiplo e Analise Filogenética

Todas as sequéncias obtidas passaram por anélise de qualidade por intermédio dos pacotes phred,
phrap/cross_match/swat e consed/Autofinish (EWING & GREEN 1998; EWING et al., 1998;
GORDON et al. 1998; GORDON, 2001; GORDON, 2004) utilizando valores de qualidade iguais ou
superiores a 20 (phred 20). Logo ap6s a obtencdo dos contings de alta qualidade, as sequéncias—
consensos foram exportadas e checadas com o auxilio do BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(ALTSCHUL et al. 1990).

Para o alinhamento multiplo, obtiveram-se sequéncias do GenBank de diferentes espécies do
género Bacillus (Anexo 1), as quais foram adicionadas as sequéncias originais produzidas neste estudo.
As sequéncias foram alinhadas utilizando-se o programa Clustal Q (SIEVERS, et al. 2011) com dois

ciclos de multiplas interacdes (10 e 100), cada uma com 20 processos paralelos independentes.

Realizou-se as andlises filogenéticas usando o método de neighbor-joining (SAITOU & NEI
1980) com o programa MEGA 7 (KUMAR et al. 2015) e o modelo de evolugdo molecular K2P
(KIMURA, 1980). Estimou-se o suporte dos ramos através de 1000 réplicas de bootstrap nao-
paramétrico (FELSENSTEIN, 1985) e utilizou-se os seguintes intervalos: suporte baixo de <50%,
moderado > = 50% e < 75% e alto > 75% e <= 100%.

4.5. Analises Quimicas

4.5.1. Obtencdo da Fracéo Organica

Mediante o resultado do experimento realizado com os seis diferentes meios de cultura para o
cultivo bacteriano, estabeleceu-se o caldo BD como sendo o que o melhor se adequou para a maior
producdo dos metabdlitos secundarios. Assim, submeteu-se 1 L de sobrenadante obtido no processo de
extracdo por particdo de acordo com o protocolo descrito no tépico 4.3.1.1. Ap6s a eliminacdo do
solvente organico em rotaevaporador sob pressdo reduzida, obteve-se, um liquido viscoso de cor
amarelada (0,0101 g; FrOrg), a qual foi analisada por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) para

analise qualitativa da amostra.

4.5.2. Triagens Cromatograficas

A triagem cromatogréfica da fracdo organica bioativa obtida seguiu o protocolo descrito no
topico 4.3.1.2.

38



4.5.3. Purificacdo da Mistura de Metabolitos Antifingicos

Vérias misturas de solventes organicos foram testadas com fases mdveis para o estabelecimento
da melhor condicdo cromatografica a ser utilizada para a separacdo dos metabolitos secundarios
presentes na FrOrg. Assim, a melhor separacéo entre os compostos foi empregando-se a fase mével a
partir da mistura de solvente hexano/acetato de etila nas proporcdes de 8:2 (v/v). Em seguida, aplicou-
se a fracdo orgéanica bioativa em uma placa cromatografica em escala preparativa (CCP) atravées do uso
de um capilar, reservando a direita desta placa como uma regido guia, ja que nem todas substancias
absorviam na regido do ultravioleta. Em seguida, a placa foi eluida em uma cuba previamente saturada
com a fase movel selecionada. Utilizando-se uma placa de vidro transparente, recobriu-se a regido a
esquerda da placa preparativa, e em seguida esta foi aderida através do uso de fita adesiva, mantendo-
se livre a regido guia (Fig.2), a qual foi revelada em anisaldeido sulfirico modificado e entéo, aquecida
com um soprador térmico STV 1500 Vonder por 10 s. Através da revelacdo da regido guia (regido direita
da placa), foi possivel estimar o Rf de trés metabdlitos secundarios na regido esquerda desta mesma
placa. Estes foram circundados e raspados com o auxilio de uma espatula e transferidos diretamente
para erlenmeyer (50 mL), os quais foram extraidos utilizando-se como solvente cloroférmio. Para
obtencdo dos metabdlitos isolados, as misturas foram filtradas e levadas a secura a 45° C, porém somente
uma apresentou quantidade suficiente para analises posteriores (0,002 g, a qual corresponde ao (s)

metabdlito (s) da fracdo).

Figura 2: Representacdo da placa de cromatografia em camada preparativa (CCP). Retangulo em preto com a amostra aplicada
(linha e circulo em amarelo). Lado direito da placa preparativa, regido com spot que serviu como fragdo guia para revelacdo
em anisaldeido. Retangulo em azul, representacéo da placa de vidro aderida a regido do isolamento para preservagdo dos

metabolitos secundarios.

45.4. ESI-MS" anélise

Realizou-se andlise por injecdo direta da amostra FrOrg em um analisador ion-trap linear
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Thermo Scientific LTQ XL equipado com uma fonte de ionizacao por eletrospray (ESI), tanto em modo
positivo como negativo (Thermo, San Jose, CA, EUA). Utilizou-se capilar metalico, fonte a 280° C,
voltagem do spray de 5,00 kV, voltagem do capilar de - 35V, tube lens -100 V e fluxo de 5,0 pL/min.

Registrou-se a analise completa de varredura na faixa de 100-2000 m/z.

FragmentacOes em varios estagios das moléculas (ESI-MS") foram realizadas usando o método
CID (collision induced dissociation). Utilizou-se o gas hélio para a colisdo contra os ions precursores.
O primeiro evento foi um espectro de massa de varredura completa para adquirir dados sobre ions
naquela faixa m/z. O segundo evento de varredura foi um experimento MS/MS realizado usando uma
varredura dependente de dados nas moléculas ionizadas a partir das substancias de m/z1059, 1045 e
1031 de interesse, em uma energia de colisdo de 30% e um tempo de ativacdo de 30 ms. Os ions produto
foram entdo submetidos a uma maior fragmentacdo nas mesmas condic¢Oes, até que ndo foram

observados mais fragmentos.

4.6. Andlises e Fracionamento por permeacéo em gel

Para analise e fracionamento dos metabolitos secundarios produzidos pela bactéria de estudo,
fazia-se necessario uma consideravel quantidade de massa de metabdlitos para se dar continuidade no
estudo quimico e biolégico. Para isto, seguimos o protocolo descrito por BENITEZ et al. (2010) e
PECCI et al. (2010) para obteng&o de massa.

4.6.1. Precipitacdo Acida.

Para obtencao de massa acidificou-se 6 L do sobrenadante (pH 6,5) obtido do cultivo bacteriano
em caldo BD com &cido cloridrico 6 M, ajustando-se o pH até 2. A solucdo foi mantida a temperatura
de 4° C por 24 h para precipitacdo. Apés precipitacdo, o sobrenadante foi centrifugado a 8.000 rpm a 4°
C por 20 min. Descartou-se o sobrenadante e o precipitado foi lavado por 4 x com agua deionizada e
seu pH foi novamente ajustado para 6,5 com adicdo de hidréxido de sddio 6 M. Assim, a mistura foi

centrifugada, descartando-se o sobrenadante e o precipitado foi mantido a -20° C.
4.6.2. Fracionamento dos Metabolitos Oriundos do Precipitado

De acordo com o protocolo descrito por YE et al. (2012), cerca de 2,6 g do precipitado foi
submetido a 2 extracBes com 13 mL de metanol. Apds a evaporagdo do solvente, o precipitado foi
resuspendido em 12 mL de metanol. A solugdo foi transferida para uma coluna de permeagdo em gel
(100 cm x 5 cm), Sephadex LH-20 (Pharmacia), a qual foi eluida em metanol (grau HPLC). Foram

coletadas 63 fragdes de 5 mL cada. Cerca de 6 UL de cada fracdo foi aplicada em CCD, utilizando-se
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como fase mével a mistura de cloroférmio/metanol/agua nas proporcdes de 80:18:2 (v/v), e em seguida

as placas foram reveladas com anisaldeido sulfurico modificado (Sannomiya et al., 2005).

As fracBes que apresentaram os perfis cromatograficos semelhantes foram unidas em grupos de
fracOes, as quais apds a evaporacdo do solvente resultaram em FrSphl (24 mg), FrSph 2 (13,9 mg),
FrSph 3 (93 mg) e FrSph 4 (44,4 mg).

4.7. UPLC-ESI-IT-MS analise

Para as analises em UPLC-ESI-IT-MS, cada fracdo (2,0 mg) foi ressuspendida em 1 mL de
MeOH grau HPLC e filtrado em cartucho Sep-Pack.

As analises em UPLC-ESI-IT-MS foram realizadas em um equipamento de cromatografia
liquida de alta eficiéncia da Thermo Scientific, consistindo em um amostrador automatico Accela AS,
uma bomba (Accela 600) quaternaria acoplada com o espectro de massa LTQ XL descrito acima,
operando nas mesmas condi¢Oes. Foram injetadas aliquotas de 10 pL de cada amostra usando o
amostrador automatico. As separacGes cromatograficas foram realizadas em uma coluna apolar
(Kinetex® core-shell, Cig, 1,7 um, 100 x 2,1 mm, Phenomenex, EUA) a temperatura ambiente. As fases
maveis consistiram no eluente A (0,01% de &cido férmico em &gua, v/ v) e o eluente B (0, 01% de acido
formico em metanol, v/v). Estes eluentes foram injetados em um fluxo de 0,350 mL.min"*em gradiente

linear: 50-100% B de 0 a 5,0 min. Apds atingir 100% de B, esta condigdo foi mantida por 3 min.

4.8. Ensaio de Atividade Antifingica com os grupos de Fracdes

O ensaio de difusdo em agar para teste da atividade antifungica com as fracGes obtidas do
fracionamento em coluna Sephadex foi realizado segundo o protocolo descrito por BENITEZ et al.
(2010) e YE et al. (2012).

O experimento foi realizado em meio PDA (MERCK) e em duplicata, no qual discos de papéis
(6 mm de diametro) estéreis foram aplicados 2 cm a partir do centro da placa de petri. Aliquota de 10
UL (Img.mL™) de cada fracio a ser testada foi dissolvida em DMSO, e entdo aplicadas isoladamente
em seus respectivos discos. Cada disco foi designado com sua fracdo correspondente, sendo elas: 1
(FrSph 1), 2 (FrSph 2), 3 (FrSph 3), 4 (FrSph 4) e C para o controle em DMSO. Pipetou-se no centro da
placa de petri 10 conidios/mL dos fungos usados neste estudo. Em seguida foi realizada a incubagéo
das placas, as quais foram mantidas a 25° C % 2 por 4 dias até que o crescimento micelial cobrisse o
disco C (DMSO). Apenas o fungo M. perniciosa demorou 10 dias para atingir o padrdo descrito no

protocolo, pois, seu crescimento € lento.
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5. RESULTADOS
5.1. Identificacdo Bacteriana

5.1.1 Extracdo do DNA Gendmico, PCR e Purificacao

Para a confirmag&o da extragdo do DNA gendmico da bactéria realizou-se uma eletroforese em
gel de agarose (Fig. 3A). Apoés a extracdo do DNA a regido 16S rDNA foi amplificada por PCR,
obtendo-se uma banda de, aproximadamente, 1500 pb como produto da amplificacdo (Fig. 3B). O
produto da amplificagdo passou por um processo de purificacdo para posterior sequenciamento de DNA

e sua presenca foi confirmada em gel de agarose, aplicando-se 2L do produto purificado (Fig. 3C).

Figura 3: Confirmacéo da extragdo do DNA gendmico e amplificacdo do gene 16S rDNA por eletroforese. 1. Padréo de peso
molecular 1 kb DNA Ladder Plus (ThermoFisher); 2. Amostras do DNA da bactéria. A) DNA gendmico obtido através do
protocolo CTAB modificado (seta, canaleta 2). B) Produto da amplificagdo da regido 16S rDNA (seta a direita indica o produto

de PCR na canaleta 2). C). Produto da amplificacéo da regido 16S rDNA purificado (seta, canaleta 2).
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5.1.2. Arvore Filogenética e Identificacdo Molecular

A reconstrucdo filogenética com base na sequéncia do gene 16S rDNA da bactéria, indicou que a mesma

provavelmente seja Bacillus velezensis (Fig. 4) dado o nivel de suporte (moderado).
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Figura 4: Arvore filogenética da bactéria B. velezensis (em vermelho) baseada na sequéncia 16S rDNA. A historia evolutiva

foi inferida utilizando-se do método neighbor-joining com 1000 réplicas de bootstrap ndo-paramétrico, utilizando o modelo de

Kimura 2-p (K2P)
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5.2. Teste Antagonistico

5.2.1. Efeito antagonistico de B. velezensis contra Trichoderma reesei QM9414

O fungo filamentoso T. reesei QM9414 foi escolhido para este ensaio, pois B. velezensis foi
encontrada fortuitamente em uma placa apresentando a inibicdo contra T. reesei QM9414. Esta foi
isolada pelo Prof. Dr. Felipe Santiago Chambergo Alcalde. Assim, para avaliacdo da atividade
antifungica da bactéria B. velezensis frente aos conidios do fungo filamentoso T. reesei QM9414,
semeou-se ambos em mesma placa em concentracdes seriadas 2, 4, 6, 8 e 10 pL. Comparando-se o

crescimento do fungo da placa controle com aquelas contendo as diferentes concentracdes da bactéria,
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é possivel constatar que o composto secretado pela bactéria tem efeito inibitério contra o fungo
filamentoso (Fig. 5), e que as diferencas nas concentra¢fes ndo influenciaram no tamanho do halo

formado.

Figura 5. Ensaio antagonistico entre B. velezensis e T. reesei QM9414. Cultura saturada da bactéria aplicada nos volumes

indicados e, cultura do fungo aliquotado de 3pL sobre placas PDA, que foram incubadas por 7 dias, em temperatura ambiente.

Controle 'Iﬁgmi 7U?mm
Trichoderma ai
reesei 2uL M

B. velezensis B. velezensis

T. reesei T. reesei T. reesej
+ + +
6uL 8uL 10pL

B. velezensis B. velezensis B. velezensis

5.2.3. Efeito antagonistico de B. velezensis contra fungos filamentosos
fitopatogénicos

Para avaliacdo da atividade antifungica de B. velezensis frente aos fungos filamentosos
fitopatogénicos A. flavus, Botrytis sp.; F. graminearum; F. oxysporum; F. verticillioides e M. perniciosa
semeou-se 0s fungos com a bactéria em placas distintas, e comparou-se o crescimento dos fungos das
placas controles com o crescimento dos fungos na presenca da bactéria. Foi possivel constatar que o (S)
composto (s) secretado (s) pela bactéria tem (tém) efeito inibitério contra todos os fungos
fitopatogénicos testados (Fig.6).
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Figura 6. Ensaio de atividade antagonistica entre B. velezensis e os fungos fitopatogénicos (A) Aspergillus flavus
ATCC:204304, (B) Botrytis sp., (C) M. perniciosa, (D) Fusarium graminearum, (E) F. oxysporum e (F) F. verticillioides.
Aliquotou-se 3 pL da cultura saturada da bactéria e aplicou-se em placas PDA (coluna direita) e adicionou-se ao centro da
placa um disco de 6 mm com esporo dos fungos. Como controle aplicou-se um disco de 6 mm de conidios do fungo sobre a

placa (coluna esquerda). As placas foram encubadas de 7 a 11 dias em temperatura ambiente.

5.3. Anélises Quimicas

5.3.1. Selecdo do meio de cultura para Producéo de Metabdlitos Secundarios pela

bactéria

O cultivo da bactéria B. velezensis foi testado em diferentes meios de cultura, sendo eles TY
medium 2x; LB medium; H medium, Lambda broth, Tryptone broth e caldo BD. Apds o processo de
extracdo e triagem cromatografica por CCD, observou-se que em caldo BD, houve uma maior producéo
de metabolitos secundarios pela bactéria do que nos demais meios. Como é possivel visualizar na

indicacdo da seta da na Fig.7.
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Figura 7. Analise cromatografica por CCD dos extratos obtidos dos diferentes meios de culturas testados para producédo dos
metabdlitos secundérios pela bactéria B. velezensis. 1) Metabdlitos Secundarios obtidos em caldo BD; 2) Metabdlitos
Secundarios obtidos em TY medium 2x; 3) Metabdlitos Secundarios obtidos em LB medium; 4) Metabdlitos Secundarios
obtidos em H medium; 5) Metabdlitos Secundarios obtidos em Tryptone broth; 6) Metabdlitos Secundarios obtidos em Lambda
broth.

Placa silica gel, fase mével: hexano/acetato 8:2 (v/v) e revelador anisaldeido sulfarico modificado

5.3.2. Obtencéo da fracéo antifingica

O sobrenadante, obtido da fermentacdo da bactéria em meio BD, foi submetido & consecutivas
extracBes por particdo utilizando cloroférmio como solvente. A mistura foi separada em funil de
separacdo, obtendo-se assim a fracdo orgénica (FrOrg). Para eliminagdo do solvente orgéanico foi
utilizado um sistema de rotaevaporacdo sob pressdo reduzida. Apos testar varias fases méveis das
diferentes misturas de solventes como hexano/acetato de etila, cloroformio/metanol e
cloroférmio/metanol/agua em diferentes proporcdes, a melhor resolucéo para separacao dos metabdlitos
ali presentes, foi utilizando-se a mistura de hexano/acetato de etila 8:2 (v/v). A revelacdo da placa de
CCD sob luz ultravioleta no comprimento de onda 365 nm mostrou que existéncia de um ou mais
compostos de Rf igual 0,18 com coloracdo amarelo brilhante (Fig. 8). Este (s) composto (s) absorvem

também em 254 nm.

Figura 8. Analise por CCD e revelagdo por luz ultravioleta nos comprimentos de ondas de 254 e 365 nm.

Placa (A) revelagdo da placa CCD em 254 nm; Placa (B) Revelagdo da placa em 365 nm

A) B)
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Ao utilizar como revelador a solucdo de anisaldeido sulfurico seguido de aguecimento, observou-se
a revelacdo de 2 metabolitos de coloragdes rosada com Rf de 0,18 e 0,44 e dois outros “spots”
amarelados com Rfs 0,62 e 0,82 (Fig. 9), os quais ndo eram revelaveis sob luz ultravioleta a 254 e 365
nm (Fig. 8). Através desta analise por CCD é possivel observar que o composto com Rf 0,44, é o

majoritério nesta frag&o.

Figura 9. Anélise por CCDC da fragéo do extrato contendo o principio bioativos. “Spots” de metabélitos presentes na fracéo
com os seus respectivos Rfs indicados.FM: hexano/acetato de etila 8:2 (v/v) e revelagdo em anisaldeido sulfarico.

Placa silica gel, fase movel: hexano/acetato 8:2 (v/v) e revelador anisaldeido sulfarico modificado

5.3.3. Purificacdo dos compostos presentes na fracao organica bioativa (FrOrg)

Para a purificacdo dos compostos presentes na FrOrg de B. velezensis, a fragdo foi diluida em 7
mL de cloroférmio, e aplicada em uma placa de silica gel em escala preparativa CCDP. Apés eluicdo
cromatografica e recobrimento parcial da porcdo 1 da placa, e revelagdo em anisaldeido sulfurico (Fig.
10), foi possivel a visualizagdo de um largo “spot” rosado na regido guia, permitindo assim delimitar

esta mesma substancia a por¢do 1 desta placa. Obtendo-se desta forma o (s) composto (s) isolado (s).

Figura 10. Placa cromatografica em escala preparativa para purificagdo da FrOrg. (1) Regido a ser isolada da mistura.
Retangulo em rosa representa a regido que foi raspada da placa. Fase mdvel utilizada Hexano/Acetato 8:2. (2) Regido guia
revelada com anisaldeido contendo 0 composto majoritario.

Placa silica gel, fase movel: hexano/acetato 8:2 (v/v) e revelador anisaldeido sulfarico modificado
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Para averiguacao da efetividade da separacdo e/ou da pureza do composto isolado, realizou-se

uma nova CCD nas mesmas condic¢des cromatogréafica previamente estabelecidas (Fig. 11).

Figura 11. CCD referente ao purificado da FrOrg de B. velezensis. Fase mdvel: Hexano/acetato 8:2 (v/v), revelagdo em

anisaldeido sulfarico.

Placa silica gel, fase mével: hexano/acetato 8:2 (v/v) e revelador anisaldeido sulfdrico modificado

5.4. Analise por UPLC-MS e ESI-CID/MS"

5.4.1. Perfil cromatogréafico por UPLC-MS da FrOrg

A anélise por UPLC-ESI-IT-MS da FrOrg de B. velezensis indicou a presenca de pelo menos, 6
picos nesta mistura (Fig.12).

Figura 12. Cromatograma obtido por UPLC-MS da fragdo orgéanica bioativa de B. velezensis.
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O cromatograma do ion extraido de m/z 1045, indicou a presenca de mais de uma molécula com
esta mesma massa carga (Fig. 13).

Figura 13. Cromatograma do ion extraido obtido por UPLC-MS do ion de m/z1045.
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5.4.2. Full scan ESI-CID/MS da FrOrg

A analise por injecéo direta de espectrometria de massas (ESI-CID/MS) do meio de cultura

(branco) mostrou o seguinte perfil (Fig. 14).

Figura 14. Full scan ESI-MS, ionizagdo em modo positivo (35 eV) do espectro de massas do meio de cultura (branco) extraido

com cloroférmio.
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O qual foi usado como controle diante dos outros experimentos de espectrometria.
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A anélise da FrOrg mostrou um grupo de picos, dos quais 0s picos mais proeminentes foram
0s de m/z 1031, 1045, 1059, 1060 e 1081 (Fig. 15), dentre estes, apenas 0s picos de m/z 1031, 1045 e

1059, foram estudados. Estes picos foram selecionados para realizacdo dos experimentos de ESI-MS".

Figura 15. Full scan ESI-MS, ionizagcdo em modo positivo (35 eV) do espectro de massas da fracdo cloroférmica dos

metabolitos de B. velezensis.
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Varios experimentos de MS" para cada um destes picos foram adquiridos para que estes

auxiliassem na determinag&o estrutural dos metabolitos secundarios presentes na fragdo organica.

5.4.2.1. fon [M+Na] * m/z 1059

O experimento de MS? a partir do fon de m/z 1059 gerou varios fragmentos, dentre eles o de

m/z 1041 que equivale a perda de uma molécula de H,O. O ion m/z 946, indicando perda de 113 Da,

cujo fragmento corresponde a uma leucina/isoleucina. O fragmento de m/z de 708 refere-se a perda 351

Da, o qual corresponde a perda da cadeia do acido graxo contendo quinze carbonos (Cis) associada uma

unidade de glutamato (Fig. 16).
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Figura 16. Experimento MS? realizado por ESI-CID/MS, ionizagdo em modo positivo (35 eV) espectro de massas do fon m/z

1059. E a clivagem mostrando a perda de uma leucina e cadeia de acido graxo Cis.
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A partir do fon produto de m/z 946 realizou-se um novo experimento, o qual promoveu a
formagéo do fragmento de m/z 833, indicando novamente a perda 113 Da de uma outra leucina da
estrutura da molécula (Fig. 17). Esta fragmentagdo gerou também o ion produto de m/z 815 e o ion
produto m/z 718, os quais correspondem respectivamente a perda de uma molécula H,O e de um &cido
aspartico (115 Da) (Fig. 18).

Figura 17. Experimento MS? realizado por ESI-CID/MS, ionizagdo em modo positivo (35 eV) do espectro de massas do fon
de m/z 946. E a clivagem mostrando a perda de uma leucina.
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Figura 18. Experimento MS* realizado por ESI-CID/MS, ionizagdo em modo positivo (35 eV) do espectro de massas do fon

de m/z 833. E a clivagem mostrando a perda de um aspartato e uma molécula de H20.
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Realizou-se 0 MS* do ion produto de m/z 718, o qual gerou o ion produto de m/z 619, indicando

a presenca de uma valina na estrutura da molécula, através da perda de 99 Da (Fig. 19).

Figura 19. Experimento MS?® realizado por ESI-CID/MS ionizagdo em modo positivo (35 eV) do espectro de massas do fon

m/z 718 gerando o pico 619 equivalendo a perda de uma valina.
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O MSa partir do ion m/z 708 que trata-se da segunda via de fragmentagdo, mostrou a formacao
do ion produto de m/z 595, o qual corresponde a perda de 113 Da, e, portanto, a perda de uma outra

unidade de leucina (Fig. 20).
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Figura 20. Experimento MS? realizado por ESI-CID/MS, ionizagdo em modo positivo (35 eV) do espectro de massas do fon

708 gerando o ion de m/z 595 equivalendo a perda de uma leucina.
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Realizou-se 0 MS* do ion produto de m/z 595, o qual gerou o ion produto de m/z 481, indicando

a presenca de uma valina na estrutura da molécula, através da perda de 99 Da (Fig. 21).

Figura 21. Experimento MS* realizado por ESI-CID/MS, ionizagdo em modo positivo do espectro de massas do fon produto

de m/z 595 gerando o pico 481.
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A perda de uma molécula de agua a partir do ion m/z 481 é observada através do experimento
de MS® (Fig. 22) formando o ion produto de m/z 464.
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Figura 22. Experimento MS?® realizado por ESI-CID/MS, ionizagdo em modo positivo (35 eV) do espectro de massas do fon

produto de m/z 481 gerando o ion produto de m/z 464.
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Estes dados permitem sugerir que a molécula se refere ao heptapeptideo surfactina (1) (Tabela 2).
5.4.2.2. fon [M+Na] * m/z 1031

Alguns experimentos foram realizados para a determinacéo estrutural da molécula de m/z 1031,
de modo anélogo aqueles descritos anteriormente para a molécula de m/z 1059.

O experimento de MS? a partir do ion de m/z 1031 (Fig. 23), gerou varios fragmentos, dentre
eles o de m/z 1031 que gerou m/z 1013, o qual refere-se a perda de uma molécula de H,O. O ion de m/z
918, indica a perda de 113 Da, cujo fragmento corresponde a uma leucina/isoleucina. A partir do ion
produto de m/z 918, observou-se também os fragmentos de m/z 805 e 787, o qual indicam a perda 113
Da de uma outra leucina, e de uma molécula de H,O, respectivamente (Fig. 23). O fragmento de m/z de
708 refere-se a perda 351 Da, o qual corresponde a perda da cadeia do acido graxo (Ci3) associada a
uma unidade de glutamato. Os ions de m/z 594 e 464 correspondem as perdas de duas leucinas

consecutivas e uma molécula de agua, as quais pertencem a cadeia lateral de &cido graxo (Fig. 23).
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Figura 23. Full MS? ESI-CID/MS, ionizagdo em modo

marcagdes em azul correspondem a perda de duas.
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O experimento de MS? a partir do ion de m/z 787, observou-se a formagéo do ion-produto de

m/z 689, indicando a perda de 115 Da, a qual equivale a uma unidade de &cido aspartico (Fig. 24).

Figura 24. Experimento MS? realizado por ESI-CID/M

S, ionizagdo em modo positivo (35 eV) do espectro de massas do ion

produto de m/z 918 gerando o ion produto de m/z 805 (787) a partir do ion m/z 787 a geragdo do ion de m/z 689
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O MS2a partir do fon m/z 689, mostrou a formagao dos ions produtos de m/z 672 e de m/z 590,

0s quais correspondem as perdas de uma molécula de H,O e de uma valina, respectivamente (Fig. 25).
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Figura 25. Experimento MS? realizado por ESI-CID/MS ionizagdo em modo positivo (35 eV) do espectro de massas do fon

produto de m/z 689 (672) gerando o ion produto de m/z 590.
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Estes dados permitem sugerir que a molécula se refere ao heptapeptidio surfactina (2) (Tabela 2).

5.4.2.3. Ton [M+Na] * m/z 1045

As andlises para o ion de m/z 1045 foram realizadas de modo andlogo aos outros ions
anteriormente descritos. Este ion passou por clivagem e seus fragmentos foram analisados (Fig. 26). Um
dos produtos da fragmentacao do ion 1045 foi o ion produto de m/z 932, o qual refere-se a perda de uma
leucina/isoleucina (113 Da) (Fig. 26).

Figura 26. Full MS? ESI-CID/MS, ionizagdo em modo positivo (35 eV) do espectro de massas do ion m/z 1045.
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O MS?® do ion de m/z 932 gerou o ion produto de m/z 819 e este corresponde a perda de 113 Da,

cujo o fragmento refere-se a perda de outra unidade de leucina (Fig. 27)

Figura 27. Experimento MS2 realizado por ESI-CID/MS ionizagdo em modo positivo (35 eV) do espectro de massas do ion

m/z 932 o qual gerou o ion produto de m/z 818.
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O experimento de MS* do fon produto de m/z 819, gerou o fon produto de m/z 703, indicando a
perda sequencial de um aspartato na estrutura da molécula, atravées da perda de 115 Da (Fig. 28).

Figura 28. Experimento MS* realizado por ESI-CID/MS, ionizagdo em modo positivo (35 eV) do espectro de massas do fon
m/z 819. De acordo com a fragmentacao obteve-se o ion produto de m/z 703.
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Por outro lado, o experimento de MS® do fon produto de m/z 703, gerou o jon produto de m/z
605, indicando presenca de mais uma valina na estrutura da molécula, através da perda de 99 Da (Fig.
29).
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Figura 29. Experimento MS?® realizado por ESI-CID/MS, ionizagio em modo positivo (35 eV) do espectro de massas do ion

m/z 703. De acordo com a fragmentacdo obteve-se o ion produto de m/z 605.
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O experimento de MS? a partir do ion de m/z 694, observou-se a formagao do ion produto de
m/z 595, o que permite inferir a existéncia de uma unidade de valina na estrutura em questéo (Fig. 30)

Figura 30. Experimento MS® realizado por ESI-CID/MS, ionizagdo em modo positivo (35 eV) do espectro de massas do fon
m/z 1045. De acordo com a fragmentagdo por CID obteve-se 0 seguinte ion produto de m/z 694.
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O experimento de MS*a partir do ion de m/z 595 resultou na formac#o do ion de m/z 481, indicando

a perda sequencial de uma unidade de leucina, através da perda de 113 Da (Fig. 31).
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Figura 31. Experimento MS* realizado por ESI-CID/MS, ionizagdo em modo positivo (35 eV) do espectro de massas do fon

m/z 694. De acordo com a fragmentac&o por CID obteve-se o seguinte ion produto de m/z 595.

-(Ley)
481.52

100

594.63
50
463.36

40
30
20

10
350.52  435.24

wayxxxxyxx‘x‘xyxxxyxxxx

T
200 300 400 500 600

LME RS NS RARY RASE MAR RAAE NAAY RASE RAMY RARS NAAS RARI AR RAR RAAE NAAI RARE NAAS RARS MAMS RAR RAAS

T T
900 1000 1100

T T

T T 1
700 800 1200

m/z

O experimento de MS® do ion de m/z 481, resultou na perda de 115 Da, indicando assim a perda

consecutiva de uma unidade de aspartato nesta molécula (Fig. 32).

Figura 32. Experimento MS® realizado por ESI-CID/MS, ionizagédo em modo positivo (35 eV) do espectro de massas do fon

m/z 594. De acordo com a fragmentacdo obteve-se ion produto de m/z 481 e 463.
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Experimentos adicionais envolvendo o ion de m/z 366, permitiram corroborar com a estrutura

abaixo proposta para este heptapeptideo (4) (Tabela 2).
5.4.2.4. Isbmero ion m/z 1045

No outro isdmero de m/z 1045, conforme demonstrado através do cromatograma (Fig.33),

observou-se também a mesma sequéncia peptidica de Leu/lle-Leu-Asp-Val na primeira via de
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fragmentacdo, através dos fragmentos de m/z 932, 801 e 604, respectivamente. Diferentemente da
molécula anterior, esta possui o fragmento de m/z 708, o qual refere-se a perda da cadeia de 4cido graxo
associada uma unidade de glutamato. O experimento de MS? a partir deste fragmento, apresentou 0s
fragmentos de m/z 594, 481 e 463 (referente a segunda via de fragmentag&o), os quais correspondem a
perda de uma leucina/isoleucina, seguida de outra leucina/isoleucina e uma molécula de &gua,

respectivamente. Estes dados permitem indicar a presenca de outra surfactina (3) (Tabela 2).

Figura 33. Full MS? ESI-CID/MS, ionizagdo em modo positivo (35 V) do espectro de massas do ion isomero de m/z 1045.
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Tabela 2: Estruturas dos lipopeptidios ciclicos obtidos por ESI-CID/MS

Massa (m/z) Nome Atribuicéo Estrutura

Rn-CH-CH,-CO-Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu/lle

1059 Surfactina (1) Cis[M+Na]*
@]
Rn-CH-CH,-CO-Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu/lle
1031 Surfactina (2) Ci3[M+Na]*
O
Rn-CH-CH3-CO-Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu/lle
1045 Surfactina (3) CuM+Na]*
)
Nova Rn-CH-CH,-CO-Val-Leu-Asp-Val-Asp-Leu-Leu/lle
1045 Cle[M+Na]+
Estrutura (4) 0]

5.5. Analises Cromatograficas das Fracoes

5.5.1. Fragéo Sephadex 1

O fracionamento em coluna de permeacdo da FrOrg de B. velezensis resultou em 4 grupos de
fragdes. A analise por UPLC-ESI-IT-MS da fracdo oriunda da FrSphl resultou na separa¢do e deteccdo
de pelo menos, 11 metabdlitos secundarios nesta mistura (Fig.34). Sendo 0s mais intensos os picos 1045

e seus isémeros e o pico 1059.
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Figura 34. Cromatograma obtido por UPLC-ESI-IT-MS da fracdo FrSphl do precipitado de B. velezensis.
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5.5.2. Fracéo Sephadex 2

A andlise por UPLC-ESI-IT-MS da fragdo FrSph2 de B. velezensis resultou na separa¢do pelo menos,

5 picos nesta mistura (Fig.35), dos quais 0s de m/z 1080, 1066 e 1094 sdo 0s mais intensos.
Figura 35. Cromatograma obtido por UPLC-ESI-IT-MS da fragdo FrSph2 do precipitado de g.ﬂvelezensis.

100 603 1080
] 1066
957

90

Relative Abundance
o
A

30 735
J 1094

~N
a3}
I

RN
(-1
AT

=)
|

861 870
1038 - 1045 1059

o
AR TNEEN
=
w
~N
=}

@

o

Time {min}

5.5.3. Fracdo Sephadex 3

A andlise por UPLC-ESI-IT-MS da fracdo FrSph3 de B. velezensis resultou na separagdo com
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presenca de pelo menos, 3 picos nesta mistura (Fig.36).

Figura 36. Cromatograma obtido por UPLC-ESI-IT-MS da fragdo FrSph3 do precipitado de B. velezensis.
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5.5.4. Fracdo Sephadex 4

A anélise por UPLC-ESI-IT-MS da fracdo FrSph4 de B. velezensis resultou na separacéo de pelo

menos 6 picos nesta mistura (Fig. 37).

Figura 37. Cromatograma obtido por UPLC-ESI-IT-MS da fragéo FrSph 4 do precipitado de B. velezensis.
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5.6. Ensaio de Difusdo em Agar com os grupos de fracées

O ensaio de difusdo em &gar com os quatro grupos de fragdes obtidos da Sephadex revelou que
FrSph 1 apresentou atividade antifingica contra a maioria dos fungos fitopatogénicos. Apenas, contra o
fungo A. flavus (Fig. 38 A) ndo houve uma atividade direta. Entretanto, FrSph 2 também apresentou
atividade contra a maioria dos fungos de estudo, somente ndo é visivel a atividade contra M. perniciosa

(Fig. 38 C). Ja os grupos de fragdes 3 e 4, ndo apresentaram nenhum tipo de atividade antifungica.

Figura 38. Ensaio de difusdo em disco com as fragdes (1) -FrSph1l, 2- (FrSph2), 3- (FrSph3), 4- (FrSph4) e C — (Controle
DMSO) contra os fungos fitopatogénicos (A) Aspergillus flavus, (B) Bothrytis sp., (C) M. perniciosa, (D) Fusarium
graminearum, (E) F. oxysporum, (F) F. verticillioides e (G) T. reesei e desenho do esquema da placa com os discos contendo
as fragGes. Aliquotou-se 10 pL (1mg mLt) de cada fragdo em discos de papéis estéreis e aplicou-se sobre PDA. No centro da

placa aplicou-se 10* conidios/mL dos fungos fitopatogénicos e incubou-se por 4 dias a 25° C + 2.
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6. DISCUSSAO

O estudo das atividades antagonisticas e dos metabolitos secundérios produzidos pelas bactérias
do genéro Bacillus tem sido bastante descrito na literatura (BENITEZ et al., 2012; FIGUEROA-LOPEZ
et al., 2014; LYNGWI & JOSHI 2014; YAN et al., 2012). Os estudos com a bactéria B. velezensis,
descrita neste trabalho, iniciou-se devido a esta ter sido encontrada em uma placa do fungo T. reesei
QM9414, onde formou um halo de inibi¢do do crescimento fingico. Isso levou a busca pela molécula

inibitoria e a identificacdo da espécie da bactéria.

Para identificacdo molecular e filogenética de espécies de bactérias do género Bacillus e de
outras bacterianas utiliza-se uma regido bastante descrita na literatura para este objetivo, e esta é a regido
16S rDNA. Esta é bastante usada por ser uma regido bastante conservada, de maneira a propiciar a
deteccdo de possiveis relacdes entre espécies distantes (WOESE & FOX, 1977; WISOTZJISEY et al.,
1992). As andlises da regido 16S rDNA permitiu reconstruir uma arvore filogenética na qual a bactéria
de estudo encontra-se no mesmo clado da espécie B. velezensis (Fig. 4). Embora o suporte (valor de
bootstrap) ndo esteja proximo de 100%, mas de 68%, este é um valor considerdvel, dada as

caracteristicas conservadoras da analise de confianca gerada pelo bootstrap ndo-paramétrico.

Vaérios estudos mostram as potencialidades dos metabdlitos secundarios obtidos através do
extrato bruto de bactérias do género Bacillus. Tais extratos apresentaram grande potencial inibitorio
guando testados contra varios outros micro-organismos, apresentando alta atividade antimicrobiana
(SCHULTZ, 2003), antifangica (WONG et al., 2008, WONG et al., 2009) entre outras. Desta forma,
ensaios foram realizados para analisar o efeito inibitério dos metabolitos secretados pela bactéria B.

velezensis isolada em nosso laboratdrio sobre o crescimento de fungos filamentosos fitopatogénicos.

Verificou-se o efeito inibitério dos metabodlitos secretados pela cepa bacteriana sobre o
crescimento de T. reesei QM9414. Os resultados demonstraram o potencial inibitério que o metabdlito
secretado por B. velezensis apresentou contra tal fungo (Fig. 5). Na literatura, ha estudos de inibigdo
onde este fungo filamentoso € escolhido para este tipo de anélise. Fuentes (2004) indicou que proteinas
tais como Canacistatina RZ2001 obtida de cana-de-agUcar e a proteina cistatina de paingo obtida de
Pennisetum glaucum, em pequenas quantidades, causam inibicdo em fungos filamentosos

fitopatogénicos e ndo patogénicos como T. reesei.

Mediante os resultados obtidos com o ensaio in vitro contra T. reesei, foram testadas as
atividades frente aos fungos fitopatogénicos A. flavus, Bothrytis sp., F. graminearum, F. oxysporum, F.
verticillioides e M. perniciosa. Os resultados permitiram confirmar que os metabdlitos produzidos por
B. velezensis também apresentam atividade inibitdria contra estes fungos (Fig. 6). De acordo com a
literatura, a eficiéncia de inibicdo de fungos por meio de extratos brutos, se deve a presenca de

lipopeptideos e proteinas encontradas em espécies como B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B.
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megaterium, B. cereus entre outras espécies deste género bacteriano. Atividade antifungica por
intermédio de espécies do genéro Bacillus é descrita no trabalho de FIGUEROA-LOPEZ e
colaboradores (2016) que realizaram um estudo com varias espécies de Bacillus contra o fungo F.
verticillioides. No trabalho de CHEN e colaboradores (2008) a atividade antagonistica entre B. subtilis
frente aos fungos F. graminearum, B. cinerea, A. flavus é descrita, assim como no trabalho de BENITEZ
e colaboradores (2012) mostra a inibicdo no desenvolvimento dos fungos F.oxysporum e F.
graminearum, A. flavus ATCC 16404 pela espécie B. amyloliquefaciens LBM 5006. Estas agdes
observadas permitiram sugerir que os lipopeptideos produzidos por bactérias deste género, poderiam ser
uma alternativa na substituicdo de agrotdxicos, pois apresentaram potencial para o tratamento das
lavouras de modo similar ao dos defensivos agricolas empregados. Estas espécies anteriormente citadas,
sdo consideradas ndo toxigénicas e seguras para serem utilizadas na agricultura, como tratamentos para
humanos e para propositos veterinarios. Alguns estudos ja mostraram compostos bioativos obtidos a
partir deste tipo de micro-organismo (BENITEZ et al., 2012; JEMIL et al., 2017; SCHULZ et al., 2005).

Dos meios de culturas empregados neste estudo, o caldo BD se mostrou o mais efetivo para uma
maior producdo de metabolitos secundarios. A composicao deste meio por apresentar diferentes fontes
de carbono como dextrose e 0 amido, contido na batata, podem ter colaborado para esta maior producao,
além do custo para producao deste caldo ser mais barato do que os outros meios de cultura. SALAMONI,
GERMANI, VAN DER SAND (2012) observaram uma maior producdo da biomassa e metabdlitos por
Streptomyces ao usarem um meio de cultura contendo extrato de malte e glicose, que sdo fontes de
carbono. No trabalho descrito por YULIAR (2005), a adi¢do de &cido palmitico no meio de cultura
melhorou a producédo de iturina por B. subtillis RB14-CS. Mostrando assim que os componentes do
meio de cultura e a adi¢do de nutrientes podem influenciar na quantidade e variedade de metabdlitos a

serem produzidos pelas bactérias.

Além da questdo da composi¢do do meio de cultura, a literatura também descreve que 0s
metabdlitos secundarios produzidos por bactérias como os antibiético, lipopeptidios, toxinas,
pigmentos, sider6fors entre outros sdo produzidos no fim da fase logaritmica e/ou no meio da fase
estacionaria, em especifico a idiofase, no momento da exaustdo de nutrientes, em condicGes estressantes
propiciada pelo ambiente, além de limitacdo do crescimento bacteriano. E estes metabdlitos séo
produzidos como forma de proporcionar condicGes para sobrevivéncia da bactéria (GOKULAN, K. et
al., 2014). Assim, compreende-se também, que os metabolitos produzidos por B. velezensis, mediante o
tempo de inoculagdo extenso, foram produzidos por intermédio de uma condicdo de sobrevivéncia diante
de um ambiente com exaustdo de nutrientes do meio de cultura escolhido em um determinado momento

e em uma condicdo que néo favorecia o desenvolvimento bacteriano.

Em funcdo da atividade antagonistica observada nos ensaios in vitro contra os fungos
fitopatogénicos, partiu-se para as analises de identificacdo e caracterizacdo estrutural dos metabdlitos

secundarios secretados. Neste sentido, foram realizadas analises por CCD e CCDP, as quais permitiram
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obter a fracdo FrOrg. Apos analises realizadas por LC-ESI-MS/MS, revelaram que esta se tratava de
uma mistura de pelo menos 6 metabdlitos secundarios, com m/z 1059, 1045, 1031 e 1093 sendo que 0s
metabolitos de m/z 1059 e 1045 apresentaram isdmeros apés a purificacdo (Fig. 12). De acordo com a
literatura, os extratos metandlicos de B. megaterium apresentaram a presenca de isbmeros, além da
confirmacdo de moléculas oriundas da familia da surfactina com massas similares as apresentadas (MA
etal., 2016; PECCI et al.; 2010).

Varios experimentos de ESI-MS" foram realizados a partir dos ions de m/z 1030, 1045 e 1059
da FrOrg. Os experimentos realizados para o fon [M+Na] * de m/z1059 permitiu visualizar duas vias
diferentes de fragmentacédo a partir deste ion (Fig. 16 a 22). Para a primeira via, foram observados o0s
fragmentos de m/z 1059, 1041, 946, 833, 718 e 619, os quais correspondem a perda sequencial de H-O,
Leu/lle, Leu/lle, Asp e Val, respectivamente. J& a segunda via de fragmentacéo, se da pela perda inicial
da cadeia carbbnica do acido graxo PB-hidroxilico (Cis) associado a uma unidade de glutamato,
fornecendo o ion de m/z 708 (Fig. 16). Este ion por sua vez, gera 0s ions de m/z 595, 481 e 463, através
da perda sequencial de Leu/lle, Leu/lle e H,O. Estes tipos de fragmentacdes foram descritos previamente
por JEMIL et al. (2017) e PECCI et al. (2010), os quais mostraram a abertura da estrutura ciclica contida
na molécula e as perdas sequenciais dos aminoacidos referentes a cada porcao desta abertura. Os N0ssos
resultados referentes aos fragmentos de cada via da abertura da molécula, estdo de acordo com aqueles
reportados por estes autores. Logo, estes dados nos permitem indicar que esta molécula corresponde a
uma surfactina (Tabela 2. Fig. 1) previamente identificada no extrato de Bacillus megaterium (MA et
al., 2016), B. subtilis C-1 (VALTER et al., 2002; HADDAD et al., 2008) e B. amyloliquefaciens (YAN
etal., 2012; ZOUARI et al., 2016) que foram identificada por LC-ESI/MS.

De modo analogo a molécula descrita anteriormente, realizou-se experimentos para o ion
[M+Na] * de m/z 1031. Foi observado um mesmo padrao de fragmentagéo visto para o fon de m/z 1059.
Na primeira via de fragmentacdo foram observados os seguintes fragmentos de m/z 918, 805, 787, 689,
672 e 590, os quais indicam a perda sequencial dos aminoacidos Leu/lle-Leu/lle-H,O-Asp-H,0-Val
(Fig. 23, 24 e 25). Ja na segunda via de fragmentacdo apresentada na figura 23, observa-se a perda da
cadeia do acido graxo B- hidroxilico (Ci3), com a presenca adicional de uma unidade de glutamato. A
partir deste ultimo fragmento, observou-se as perdas dos aminoacidos Leu/lle-Leu/lle. Logo, tais dados
também permitem inferir que esta cadeia de acido graxo B-hidroxilico esta associada a uma cadeia
heptapeptidica ciclica, assim indicando mais uma molécula de surfactina (2). Esta molécula foi também
anteriormente descrita por JEMIL et al. (2017) para o B. methylotrophicus DCS1 o qual também
apresentou moléculas da familia da iturina e fengicina o que é caracteristico deste genéro bacteriano.
Além de este padrdo de fragmentacdo da molécula de surfactina (2) também ter sido descrito por CHEN
et al. (2008) para a espécie B. subtilis e PECCI et al. (2010) em seus trabalhos.

As analises por UPLC-ESI-IT-MS da FrOrg de B. velezensis revelou a presenca de mais de um

composto com m/z 1045 (Fig. 12 e 13). Através dos experimentos de MS" foi possivel caracterizar a
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fragmentacdo de dois isdmeros. De modo analogo aos ions de m/z 1031 e 1059, um dos ions de m/z 1045
também apresenta uma similar abertura na estrutura da molécula, permitindo inferir que a mesma é um
lipopeptidio. Na primeira via de fragmentacdo a partir do ion precursor de m/z 1045, foram observados
os ions de m/z 932, 801 e 604 (Fig.33) que se referem as perdas consecutivas de Leu/lle-Leu/lle-Asp-
Val. Ja na segunda via, foram observados os fragmentos dos ions de m/z 708, 595, 481 e 463, 0s quais
referem-se a perda de uma Leu/lle-Leu/lle-H,0, respectivamente (Fig. 33) permitindo inferir que tal
molécula trata-se de uma surfactina (3). Contudo, a cadeia de acido graxo do tipo B-hidroxilico para este
fon é uma cadeia de catorze carbonos (Ci4), 0 qual foi descrita no também trabalho de JEMIL et al.
(2017) para a surfactina produzida pelo B. methylotrophicus DCS1.

No isdmero de m/z 1045, observou-se também as duas vias de fragmentacgdo (Fig. 26 a 32). Na
primeira via foram observados os fragmentos de m/z 932, 819, 703 e 605, os quais correspondem as
perdas de uma Leu/lle-Leu/lle-Asp-Val, respectivamente. Na segunda via de fragmentacdo foram
visualizados os ions de m/z 693, 594, 481 e 366, os quais correspondem as perdas dos aminoacidos Val-
Leu/lle-Asp. As andlises destes dados permitem sugerir que a molécula possui uma cadeia de acido
graxo de Cie. As estruturas apresentadas na literatura para a familia da surfactina, apresentam sempre o
glutamato como sendo o primeiro aminoécido ligado a cadeia do &cido graxo, o que ndo é observado
para 0 metabdlito em questdo, pois este inicia-se com uma unidade de Valina. A unidade de glutamato
diretamente ligada a cadeia de acido graxo, € considerada como sendo um residuo na composicéo de
moléculas pertencentes a esta familia de lipopeptideos, além da variacdo entre outros aminoacidos na
quarta e sétima posi¢do da estrutura ciclica da molécula de surfactina (BONMATIN et al., 2003; JEMIL
et al., 2017). Comparando esta estrutura deste metabdlito secundario com as outras pertencentes as
familias de iturina e fengicina, foi possivel constatar que ndo houve similaridade no sequenciamento dos
aminodacidos com aquelas ja descritas anteriormente (BONMATIN et al., 2003; MA et al. 2016). Um
criterioso levantamento bibliogréafico utilizando-se a base de dados Scifinder (https:/scifinder-
cas.ez67.periodicos.capes.gov.br/scifinder/view/scifinder/scifinderExplore.jsf), indicou que a estrutura

da molécula lipopeptidica de m/z 1045 (4) obtida de B. velezensis ndo foi descrita até o dado momento.

Os ensaios biol6gicos com as fragdes obtidas através do fracionamento em coluna de permeagéo
em gel do precipitado mostraram que as fracfes 1 (FrSph 1) e 2 (FrSph 2) apresentaram atividade
antifdngica. Entretanto, as amostras 3 (FrSph 3) e 4 (FrSph 4) foram inativas. As andlises dos dados
obtidos por UPLC-ESI-IS-MS e ESI-MS" mostraram que o perfil cromatografico de FrSph 1 é bastante
diferente dos cromatogramas das fragGes FrSph 2, FrSph 3 e FrSph 4. A presenca dos ions de m/z 1031,
1045 e 1059 indicam a presenca das moléculas de surfactinas (1, 2 e 3) e anova molécula (4), juntamente
com outros picos minoritarios de m/z 1066, 1080 e 1094. Como estes metabolitos diferem entre si de 14
Da, e apresentam m/z de moléculas da familia da iturina ocorrentes em B. amyloliquefaciens e B. subtillis,
é possivel sugerir que também sejam compostos pertencentes a mesma familia (PATHAK et al., 2014;
PECCI et al.,2010; ROMERO et al. 2007).
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Analisando-se o cromatograma da FrSph2, observou-se um perfil quimico similar, porém com
a inversao da quantidade destes metabolitos, sendo mais proeminentes os derivados da familia da iturina

do que os da surfactina de m/z 1045 e 1059, os quais foram identificados neste trabalho.

Ja os perfis cromatograficos das fracGes FrSph 3 e FrSph4 mostraram que estas detinham os
derivados da familia da iturina e ndo mostraram acdo antifingica. Desta maneira, sugere-se que a
presencga das surfactinas (1, 2, 3) e a nova molécula (4) na FrSphl e na FrSph 2 promovem a agdo

antifingica.

Segundo MAGET-DANA et al. (1992) existe um efeito sinérgico entre a surfactina e a iturina,
de forma que a surfactina aumenta a atividade antibidtica da iturina. Em seu trabalho MAGET-DANA
etal. (1992) também infere que o carater de surfactante que a surfactina apresenta colabora de tal forma
gue a iturina alcance e perturbe a membrana das células alvo. E, além disto, que a producdo deste dois
lipopeptidios funcionando como um complexo que provavelmente estejam envolvidos na regulacéo do

crescimento da bactéria que a produz.
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7. CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu concluir que:

Anélise filogenética da regido 16S rDNA permitiu identificar a bactéria deste estudo como

Bacillus velezensis;

Os ensaios antagonisticos entre a bactéria B. velezensis e os fungos filamentosos T. reesei
QM9414, F. graminearum, F. oxysporum, A. flavus e Bothrytis sp. mostraram a potencialidade

existente nos metabdlitos produzidos pela bactéria para inibir o crescimento dos fungos em placa;

Analises realizadas por meio de CCD e CCDP permitiram a obtencéo de uma fracdo de metabolitos
a qual, apds anéalise por UPLC-ESI-IT-MS, permitiu-se identificar que a fracdo se tratava de uma

mistura de metabdélitos;

Por intermédio de estudos realizados através de ESI-CID/MS concomitantemente com dados da
literatura permitiram realizar a caracterizacdo das estruturas de 04 moléculas obtidas de B.

velezensis, onde uma delas ainda ndo foi descrita na literatura.

Separagéo por cromatografia de permeacdo em gel permitiu obter quatro grupos de fraces FrSph
1, FrSph 2, FrSph 3 e FrSph 4.

As anélises por UPLC-ESI-IT/MS das fragbes revelaram que a FrSph 1 apresentou um perfil
cromatografico diferente dos outros, por conter as moléculas de surfactinas que foram
caracterizadas neste estudo, assim como a molécula nova, além dos ions de m/z 1066, 1080 e 1094,

0s quais podem pertencer a familia da iturina.

As amostras FrSph 2, FrSph 3 e FrSph 4 apresentaram um perfil bastante semelhante, também
apresentando os ions de m/z 1066, 1080 e 1094 oriundos da familia da iturina, todavia, a amostra
FrSph 2 contém pequenos picos referentes aos ions de m/z 1045 e 1059 que sdo da familia da

surfactina.

O ensaio de difusdo em disco permitiu constatar que a fracdo FrSph 1 apresenta atividade
antifangica contra a maioria dos os fungos fitopatogénicos estudados neste trabalho, exceto contra

o fungo A. flavus.

A fracdo FrSph 2 também apresentou atividade, mas ndo contra todos os fungos e isto também
pode ser porque nesta fracdo a quantidade de surfactina é baixa, logo ndo potencializando sua ac¢éo

contra todos os fungos.
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10. Os metabdlitos secundarios encontrados neste estudo, tanto os ja descritos na literatura quanto o
novo, apresentam potencial para tornar-se um controle biol6gico contra os fungos fitopatogénicos

aqui estudados.
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APENDICE 1

Lista em ordem alfabética das espécies de Bacillus e nimeros de acesso no GenBank das sequéncias

. altitudinis. JQ320096
. altitudinis. KT427442
. amyloliquefaciens. AF489591
. amyloliquefaciens. GQ280110
. anthracis. GQ280034

. anthracis. GQ280088

. aryabhattai. KF010788

. aryabhattai. KX231810

. aryabhattai. MF537620

. aryabhattai. MF537622

. aryabhattai. MF537623

. aryabhattai. MF537625

. atrophaeus. AB021181

. atrophaeus. NR. 024689

. boroniphilus. EU660347

. boroniphilus. FJ544338

. carboniphilus. AB021182

. carboniphilus. NR. 024690
. cereus. AB334763

cereus. EU660318
cereus. FJ527559
cereus. FJ544331
cereus. FJ544349
cereus. FJ544356
cereus. FJ883017

. circulans. KF010794

. circulans. KR780377

. firmus. DQ118015

. firmus. EU660344

. firmus. EU660357

. flexus. AB021185

. flexus. MF537618

. flexus. NR. 024691

. licheniformis. AY052767
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usadas.

. licheniformis. DQ228696

. licheniformis. EU162839

. licheniformis. EU660343

. licheniformis. JN013199

. megaterium. AB334764

. megaterium. DQ789400

. megaterium. DQ973298

. megaterium. FJ544328

. megaterium. FJ544337

. megaterium. FJ544394

. megaterium. FJ544404

. mojavensis. AB021191

. mojavensis. KR780382

. mojavensis. NR. 024693

. mycoides. AB021192

. mycoides. FJ544336

. mycoides. KF010791

. mycoides. NR. 036880

. nealsonii. EU660368

. nealsonii. FJ544393

. nealsonii. KF010795

. niabensis. HM631829

. niabensis. HM631849

. niacini. AB021194

. niacini. NR. 024695

. pseudalcaliphilus. NR. 026145
. pseudalcaliphilus. X76449
. pseudofirmus. KC581791
. pseudofirmus. NR. 026139
. pseudofirmus. X76439

. pseudomycoides. FJ544335
. pumilus. AB212862

. pumilus. DQ209209

. pumilus. EU219735

. pumilus. EU239356
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. pumilus. EU287450

. pumilus. EU596537

. pumilus. EU660356

. pumilus. EU660362

. pumilus. EU660365

. safensis. KF010796

. siralis. AF071856

. subtilis. AB016721

. subtilis. AB269766

. subtilis. AB305020

. subtilis. AB501343

. subtilis. AF198249

. subtilis. AF199464

. subtilis. JIN0O13204

. tequilensis. KX231808

. thuringiensis. AF160221
. thuringiensis. AM292029
. thuringiensis. AM292033
. thuringiensis. EF206345
. thuringiensis. JF912900

. thuringiensis. KF010790
. thuringiensis. KF527200
. thuringiensis. KT933210
. thuringiensis. MF139049
. vallismortis. AB021198

. vallismortis. JF912890

. vallismortis. KM084861
. vallismortis. KM084863
. vallismortis. NR. 024696
. velezensis. KT036395

. velezensis KT427440

. weihenstephanensis AB021199
. weihenstephanensis NR.

24697
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