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Os fungos do género Colletotrichum sao agentes causais de diversas doencas de plantas cultivadas, geralmente conhecidas como antracnose ou, no caso de videiras, podriddo da uva madura.
O controle deste patégeno é convencionalmente realizado pela aplicacdo de fungicidas sintéticos. Porém, mesmo eficientes, a sua utilizacdo em fases finais de maturacdo e pos-colheita é
limitada a produtos com periodos de caréncia muito curtos. Assim sendo, alternativas para o controle de Colletotrichum tornam-se relevantes. Uma, entre outras opcdes, € 0 uso de bactérias
antagonistas e/ou produtoras de compostos antifungicos. Algumas espécies de Bacillus sdo conhecidas produtoras de lipopeptideos com atividade antifingica como surfactina, irudina e
fengicinas °. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi: identificar e selecionar a bactéria da Serra Galcha com potencial para o controle de Colletotrichum, avaliar a producédo de lipopeptideos
com atividade antifingica, concentra-los e caracteriza-los, e determinar o modo de acao deste compostos sobre a germinacao e viabilidade de conidios “in vitro”.

MATERIAL E METODOS

Identificacao bacteriana

Concentracao de lipopeptidios

A identificacdo dos isolados bacterianos foi realizada através de PCR seguido de As bactérias com maior desempenho antifungico foram selecionadas para o

sequenciamento das regibes 16S rDNA3 e rpoB, e comparacdo com o banco de
dados do GeneBank.

A presenca e quantificagdo dos fragmentos foi
verificada por eletroforese em gel de agarose
2,5%, corados com GelRed (Uniscience) e
avaliados em luz UV.

O material foi amplificado
em termociclador.

Os produtos do PCR foram tratados com

exonuclease e shrimp alcaline phosphatase

antes do sequenciamento.
NCBI

As amostras foram comparadas com
sequéncias depositadas no GenBank.

Placa revelada
com ninidrina
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A arvore filogenética foi gerada com as
sequencias de 16S e RPOB concatenadas e as
distancias geradas por maximum-likelihood.

Determinacao do modo de acao d
A integridade da membrana celular dos

conidios fungicos vou avaliada com o

Avaliacao de atividade sobre conidios

A inibicdo de germinacdo de conidios de Colletotrichum pelo sobrenadante de
culturas bacterianas (7 dias em LB com agitacdo a 27°C). A avaliacao foi realizada
em placas de 96 pocos usando diluicdo seriada de base 2. As placas foram incubada
por 24h a 27°C e a germinacao avaliada em microscopio invertido.

corante PI.

RESULTADOS

Classificacdo molecular dos isolados bacterianos Avaliacéo de lipopeptideos antifingicos por TLC

e \ Apenas um spots apresentou carater fungicida para as trés
MDE20-1 amostras testadas, BPPF0O19.5, BDCFR7 e Serenade (Figura
1 802 p 2), o local de inibicéo foi uma regiao com pouca concentracao
|| B.velezensis KKLW proteica na placa revelada com ninidrina.
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Figura 2: Placa de silica gel duplicata, revelada com ninidrina (A), placa de
silica gel mostrando halo de inibicdo de germinacdo e crescimento fungico
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B. strophaeus PENSV20
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As bactérias foram cultivadas por 7 dias em meio LB.
O sobrenadante foi coletado e adicionado butanol.

A presenca de espécies
oxigénio foi avaliada com o corante ROS.

O potencial da membrana mitocondrial foi
avaliada como corante DiIOC6

processo de concentracao proteica dos seus sobrenadantes.

Avaliacao de lipopeptideos antifungicos por TLC
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A primeira fase foi recuperada,

os lipopeptidios bacterianos

seca e

ressuspendida em uma solucéo de metanol 10%.

Sobre a placa de silica, foi adicionado BDA
de

C. acutatum

As bactérias foram crescidas
em meio liquido sintético*

As amostras foram separadas por cromatografia de camada delgada em duas placas idénticas, uma foi revelada com ninidrina e a
segunda foi centralizada em uma placa de petri com BDA. A placa foi incubada por 3 dias a 27°C £+ 1 °C.

Foi detectado um aumento da concentracao intracelular de ROS
nos conidios fungicos apo6s tratamento com o0s extratos
lipopeptidicos, seu excesso possui potencial de causar danos

celulares e consequente inducéao de morte celular?,

A

200

B

200

150

1007

501 50

C

2004

50

DCFH fluorescence

B. inaquosorum CCSR02 Figura 4: Concentracao intracelular de espécies reativas de oxigénio detectadas
pela fluorescéncia de DCFH. Serenade (A), BDCFR7 (B) e BPPFO19.5. As

cores das curvas indicam as diferentes concentracbes dos extratos, controle

(B). Respectivamente BPPF019.5, BDCFR7 e Serenade.
Determinacao do modo de acao dos lipopeptidios

B. spzizenii DN
B. hslotolerans NBH1

. (cinza); 7,6 pL/mL (amarelo); 15,6 pL/mL (vermelho); 31,2 uL/mL (azul).
B. mojevensis PS17 bacterianos
r[ B. pumiks BIMB-171 Os conidios tratados com extrato lipopeptidicos Além da elevada concentracao de ROS nos conidios,
B.safersis Bos 98 apresentaram leve perda da integridade da observou-se uma clara reducdo no potencial da membrana
I‘l e membrana celular, esse evento estd associado a morte mitocondrial.
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Figura 1: Arvore filogenética construida a partir das sequencias concatenadas '
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Os extratos brutos dos isolados BPPF019.5 e BDCFRY,

Figura 3: Integridade da membrana celular avaliada pela fluorescéncia de iodeto de
propideo. Serenade (A), BDCFR7 (B) e BPPFO19.5. As cores das curvas indicam as
diferentes concentra¢des dos extratos, controle (cinza); 7,6 uL/mL (amarelo); 15,6 pL/mL

ambos B. amyloliquefaciens, mostraram maior atividade sobre

Figura 4: Potencial da membrana mitocondrial dos conidios, apds tratamento com os
extratos lipopeptidicos dos isolados. Serenade (A), BDCFR7 (B) e BPPF019.5. As cores
das curvas indicam as diferentes concentracdes dos extratos, controle (cinza); 7,6 pL/mL

conidios de Colletotrichum, dentre os isolados testados.

(vermelho); 31,2 pL/mL (azul). (amarelo); 15,6 pL/mL (vermelho); 31,2 yL/mL (azul).

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados mostram que o concentrado lipopeptidico avaliado inibe a germinacao e
crescimento dos conidios de Colletotrichum, atuando no potencial de membrana
mitocondrial e aumentando a concentracdo de espécie reativa de oxigénio, parametros
esses associados a morte celular. Dessa forma, conclui-se que é possivel o controle de
Colletotrichum utilizando esse concentrado lipopeptidico de Bacillus.
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