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RESUMO

O género Bacillus é um dos mais utilizados no biocontrole de doencas de plantas. Séo
microrganismos encontrados facilmente em solos e plantas, que formam esporos tolerantes a0
cdor e a dessecagdo, o que fadilita sua comercidizagio e estoque. O principa mecanismo de
ac80 desses organismos no controle de fitopatdbgenos € a producdo de substéncias
antimicrobianas, entre as quais os lipopeptideos, que gpresentam também atividade hemolitica
Dentre os fitopatogenos que sofrem inibicdo por Bacillus spp., estd a bactéria Xanthomonas
campestris pv. campestris, causadora da podriddo negra das cruciferas, doenca de abrangéncia
mundia, responsavel por grandes perdas nas plantagbes de couve, repolho, nabo, rabanete,
entre outras. Pesquisas anteriores mostraram que Bacillus spp. epifiticos, isolados de rabanete e
couve, gpresentam dta eficiéncia no controle da podridd negra em couve e repolho no campo.
O presente estudo teve como objetivos a investigacdo de mecanismo de antibiose de oito
isolados de Bacillus: B. subtilis R14, B. megaterium pv. cerealis RAB7, B. megaterium pv.
cerealis C211, B. megaterium C116, Bacillus sp. RAB9, B. cereus C240, Bacillus sp. C11 e B.
cereus C210, contra nove linhagens de X. campestris pv. campestris e a participacéo de
lipopeptideos neste mecanismo. Além disso, para os Bacillus que apresentaram resultados
postivos de antibiose, foram redlizados estudos de fermentagdo para acompanhar 0
crescimento e a producdo de substéncias bioativas e tensoativas. Para 0 estudo de antibiose,
foram redizados testes de atividade dos oito isolados contra as linhagens fitopatdgenas de X.
campestris pv. campestris pdo méodo de difusio em &gar. Para verificar a producdo de
lipopeptideos pelos Bacillus, foram redizados testes de hemdlise em meio agar sangue a 30° C
e a 37° C. As fermentacOes foram redizadas em frascos de Fernbach, contendo 500 mL de
meio de cultura a base de glicose e (NH,;).SO4, em mesa agitadora, a 150 rpm e 30°C. Os testes
de dividade antimicrobiana se apresentaram positivos para todas as linhagens de X. campestris
pv. campestris frente a quatro dos isolados de Bacillus testados. B. subtilisR14, B. megaterium
pv. cerealis RAB7, B. megaterium C116 e B. cereus C210, os quais foram também os que
apresentaram haos de hemdlise, principdmente a 37° C. Os isolados, B. subtilis R14 e B.
megaterium pv. cerealis RAB7 se mostraram 0s mais eficientes no antagonismo contra as
linhagens de X. campestris pv. campestris. A corrdacdo observada entre a atividade
antimicrobiana e a aividade hemolitica indica que lipopeptideos estéo envolvidos no
mecanismo de antibiose dos isolados investigados. Nos estudos de fermentacdo, observou-se a
producdo de substéncias bioativas e surfactantes durante a fase de crescimento de B. subtilis
R14, B. megaterium pv. cerealis RAB7 e B. megaterium C116. Assm como nos testes em
meio sdlido, maiores atividades antimicrobianas foram obsarvadas nos cultivos de B. subtilis
R14 e B. megaterium pv. cerealis RAB7.
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ABSTRACT

The genus Bacillus is one of the mos commonly used for the biocontrol of plant
diseases. These microorganisms are eadly found inhabiting soil and plants and form spores
tolerant to heat and dryness, which facilitates its commercidization and stock. One of the main
mechanism of action of these microorganisms in the biocontrol of phytopathogens is the
production of antimicrobia substances, such as lipopeptides, which dso present hemolytic
activity. Among the phytopathogens inhibited by the genus Bacillus, it is found Xanthomonas
campestris pv. campestris a bacterium that causes the Black Rot of Crucifers, a worldwide
problem responsble for severe damage on plantations of cabbage, kde, turnip and radish,
among others. Previous researches showed tha epiphytic Bacillus, isolated from radish and
cabbage, showed high efficiency in the control of cabbage and kade black rot on fied
experiments. The present dudy amed to demondrate the antimicrobid mechanism of eight
Bacillus isolaes B. subtilis R14, B. megaterium pv. cerealis RAB7, B. megaterium pv.
cerealis C211, B. megaterium C116, Bacillus sp. RABY, B. cereus C240, Bacillus sp. C11 and
B. cereus C210, agand nine drains of X. campestris pv. campestris and assess the role of
lipopeptides in this process. Besdes, fermentation studies were performed with those isolates
that demondirated postive results in the antimicrobid activity tests to follow up the growth and
production of bioactive and biosurfactant substances. In view of that, antimicrobid activity
tets with the Bacillus isolates againg the drains of X. campestris pv. campestris were
performed using the agar diffuson method. Moreover hemolytic tests were redized in blood
agar medium at 30° C and 37° C to veify the lipopeptide production by the Bacillus isolates.
The fermentation was processed usng Fernbach flasks, containing 500 mL of the culture
medium which was prepared with glucose and (NH,;),SO4 as main nutrients. The process was
carried out in a counter shaker at 150 rpm and temperature of 30° C. The antibioss tests were
postive to dl X. campestris pv. campestris drains againg four Bacillus isolates B. subtilis
R14, B. megaterium pv. cerealis RAB7, B. megaterium C116 and B. cereus C210, which aso
demondrated hemolytic zones in blood agar plates, mainly a 37° C. The isolates, B. aubtilis
R14 and B. megaterium pv. cerealis RAB7 showed the mog efficiency in the antagoniam
agang X. campestris pv. campestris drains. The relation observed between the antimicrobid
and hemolytic activity demondrate that the lipopeptides are involved in the antibioss
mechanism of the antagonists studied. With respect to the fermentation studies, the production
of bioactive and surfactant substances could be observed during the growth phase of B. subtilis
R14, B. megaterium pv. cerealis RAB7 and B. megaterium C116. As observed in the tests on
agar medium, B. subtilis R14 e B. megaterium pv. cerealis RAB7, showed better antimicrobid
activity againgt X. campestris pv. campestris



MONTEIRO, L. Producdo de Substancias Bioativas deBacillus spp. contra Xanthomonas...

1. INTRODUCAO

O uso de pesticidas quimicos tem demonstrado falhas no controle de patdégenos, devido
a resgéncia, contaminacdo ambienta e danos a salde humana Em decorréncia dessas
desvantagens, 0 uso de microrganismos no biocontrole e na promocdo de crescimento de
plantas, tem ddo cada vez mais comum. No entanto, o sucesso do biocontrole, bem como do
aumento de rendimento, depende da natureza das propriedades antagonistas e dos mecanismos
de acd0 do organismo utilizado. Os mecanismos de acdo variam grandemente, podendo ser, por
exemplo, competicdo par nutrientes, parasitismo direto e producdo de metabdlitos secundarios
(MELO, 1998).

O género Bacillus tem sdo um dos mas utilizados no biocontrole. Esse género
compreende um grupo heterogéneo de bactéias Grampostivas, aerdbias ou anaerdbias
facultetivas e formadoras de endosporos. Essas edtruturas sd0 termotolerantes, resistentes a
dessecacdo, a radiacdo ultravioleta e a solventes organicos. Essas caracteristicas, associadas a
capacidade de produzir antibiéticos peptidicos, contribuem para que esse género sga utilizado
no controle hioldgico de diversas doencas, como a ferrugem do feljoeiro e o tombamento de
plantulas, dém do antagonismo contra fitopatdgenos, tais como: Rhizoctonia solani, Fusarium
spp. e Xanthomonas campestris pv. campestris (MELO, 1998).

A bactéria X. campestris pv. campestris é o agente causador da Podriddo Negra das
Cruciferas, doenca responsavel por grandes perdas econbmicas. As cruciferas congtituem uma
familia botanica que inclui: repolho, brocolis, couve, rabanete, nabo e couve-flor, entre outras
hortalicas. Membros dessa familia sfo bagtante suscetivels a doenca, que aaca plantas em
qualquer estagio de desenvolvimento. A Podriddo Negra ocorre com maior intensdade em
ambientes com temperatura e umidade dtas, sendo comum em regifes tropicais e subtropicas.

Os sntomas s caracterizam por lesdes amardlas em forma de “V” iniciando-se nas margens
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das folhas e progredindo para o centro através do tecido vascular, resultando gerdmente em
necrose das folhas (ASSIS et d., 1997).

Este estudo vem aprofundar o conhecimento a respeito de um importante antagonista
para a bacté&ria causadora da Podriddo Negra das Cruciferas, o género Bacillus, visando a
golicacdo desse microrganismo em plantagbes para 0 controle da doenca e aumento da

producdo. Os objetivos do trabalho foram:

Tedtar a atividade antagonica in vitro de Bacillus spp. contra diversos isolados de X.

campestris pv. campestris.

Verificar ardacéo entre antagonismo e producdo de lipopeptideos.

Redizar estudos de fermentacdo para producéo de substancias bioativas dos Bacillus

selecionados a partir dos testes de antagonismo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.2 Controle Biologico

Tradicionadmente, 0 uso de pedticidas quimicos tem sido bagtante eficiente no controle
de vaias pragas que aingem plantacbes mundiais. Doencas, como a requeima da batata,
causada por Phytophthora infestans (Irlanda, meados do século XIX) e a bruzone do arroz,
causada por Pyricularia oryzae (Jgpdo, |l Guerra Mundia), deixaram milhfes de pessoas
famintas, e, nessas ocasides, o controle quimico foi cruciad (OKU, 1994). O uso prolongado de
produtos quimicos no tratamento de doencas de plantas, no entanto, pode provocar, adém de
possiveis efeitos danosos a salde humana, 0 desenvolvimento de ressténcia por dguns
fitopatdgenos, provocando o uso de doses cada vez maiores e diminuindo o rendimento da
producéo dessas plantas.

Consegiientemente, 0 controle quimico tem sdo repensado na agricultura mundia, no
sentido de se utilizar microrganismos antagonitas como uma via dternativa no controle de
doencas de plantas (HIRAOKA, 1992). Assm, foi introduzido o termo Controle Bioldgico,
que pode ser descrito como a influncia de um organismo, 0 antagonista, sobre outro, o
patdgeno, causando uma diminuicdo da quantid ade de indculo ou dos efeitos provocados por
esse Ultimo em determinada planta hospedeira. O biocontrole €, portanto, composto por trés
agentes. o0 patdgeno (que pode ser fungo, bactéria, virus, protozoarios, entre outros), a planta
hospedeira e o antagonista, estando esses trés componentes sob influéncia do meio ambiente
(MARIANO &t al., 2000).

O antagonista € um agente biol6gico com potenciad para interferir nos processos vitais
de fitopatdgenos (MARIANO et d., 2000). Dentre os microrganismos antagonistas envolvidos

no biocontrole, estdo incluidos varios géneros de bactéias, como, por exemplo, Actinoplanes,
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Alcaligenes, Arthrobacter, Azobacter, Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces e Rhizobium,
entre outros (WELLER, 1988). Esses organismos podem ser encontrados em diferentes partes
da planta, podendo ser isolados de raizes ou regides em torno delas (rizoplano e rizosfera,
respectivamente), bem como nas folhas (filoplano) e no interior das plantas, sendo entéo
classificados como microrganismas endofiticos (THOM SON, 1993).

O crescimento de bactérias na rizosfera e no rizoplano é bastante favorecido devido aos
exsudatos liberados pelas raizes, que incluem compostos como aglcares, aminoacidos,
hormbnios, intermedi&rios metabdlicos e vitaminas. Em gerd, os bacilos Gramnegativos so
freqlentemente encontrados nesse ambiente, particularmente os dos géneros Pseudomonas,
Flavobacterium e Alcaligenes (THOMSON, 1993). Por outro lado, a superficie de folhas ndo
fornece um ambiente t&o rico e propicio para a colonizacdo de bactérias. Devido a presenca de
cutina e ceras, a filofera se goresenta hidrofébica e com uma quantidade de nutrientes
limitada. Além disso, o filoplano € um ambiente indspito para a sobrevivéncia microbiana
devido a flutuaghes de temperatura e umidade e a radiacdo ultravioleta (THOMSON, 1993).

Portanto, a escolha do antagonista adequado depende especiamente de qua regido da
planta estd sendo afetada pelo fitopatdgeno (THOMSON, 1993). No entanto, os antagonistas
podem ser aplicados em qualquer parte dh planta, desde que esta sgja favordvel a que esses
agentes se estabelecam rgpidamente e em populagdes suficientemente grandes e aivas para
mediar a protecdo da planta contra os patdgenos (TOMASHOW & WELLER, 1996).

Dentre as bactérias de maior interesse no biocontrole, et aquelas chamadas de
Bactérias Promotoras do Crescimento de Plantas (BPCP). Esse termo vemn sendo utilizado para
decrever bactérias que podem colonizar a superficie e ou interior de plantas e estimular o
crescimento destas quando aplicados em sementes, tubérculos ou raizes (CHANWAY et d.,
1991). Em gerd, as BPCP exercem ese efeito de forma direta quando, na auséncia de

fitopatdgeno, eas proprias edimulan o crescimento através da producdo de horménios de
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crescimento, minerdizacdo de nutrientes, aumento de absorcdo de &gua e nutrientes e fixagdo
de nitrogénio, ou de forma indireta, através do controle bioldgico. Este pode ser obtido por um
ou V&ios mecanismos, tais como, producdo de antibiticos e sderéforos, competicdo por
espago ou nutrientes, parasitismo, protegdo cruzada e indugdo de ressténcia (LUZ, 1996;
TOMASHOW & WELLER, 1996).

Em gera, esses mecanismos de acdo dependem exclusvamente da bactéria antagonista
utilizada. O principd mecanismo utilizado pela Agrobacterium radiobacter isolado 84, por
exemplo, € a producdo da bacteriocina agrocin 84, no entanto, essa bactéria também blogueia o
local de infeccdo de A. tumefaciens, exercendo assim uma outra forma de biocontrole, chamada
exclusio de nicho (WELLER, 1988). Os principais mecanismos de biocontrole exercidos pelas
BPCP sfo definidos na Tabela2.1.

As BPCP abrangem um grande nimero de géneros e espécies Gram positivas e Gram
negativas. A maioria das edtirpes documentada pertence aos géneros Pseudomonas (Gram:
negativd) e Bacillus (Grampogtiva). Outros géneros também incluidos nesse grupo de
bactérias sdo Saratia e Erwinia (Gram-negativos), Streptomyces, Arthrobacter e
Corynebacterium (Gram-positivos) (LUZ, 1996).

Vé&ios produtos a base de BPCP tém sido comercializados com efeitos de bioprotecdo e
aumento de crescimento de plantas. Exemplos desses produtos estdo mostrados na Tabdla 2.2,

sendo os géneros mais usados Agrobacterium, Pseudomonas e Bacillus.
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Tabela 2.1 - Mecanismos de acdo envolvidos no biocontrole exercidos por bactérias
promotoras de crescimento de plantas (WELLER, 1988; LUZ, 1996; SHODA, 2000).

M ecanismos de Biocontrole

Parastismo Quando um organismo, 0 paadta, vive em
asociacdo intima e total dependéncia de um
outro, chamado de hospedeiro.

Protecéo Cruzada Quando uma cdula é infectada por um
patdgeno atenuado, diminuindo a possibilidade
de infeccdo por outro patdgeno, aravés da

“imunizecéo’.

Antibiose O produto metabdlico de um microrganismo
inlbbe ou suprime o crescimento de espécies
patogénicas.

Competicdo Quando duas espécies competem  por
nutrientes ou pelo espaco.

Inducéo de Resisténcia Processo de defesa ativa da planta, induzido

por agentes bidticos e que se apresenta
eficiente contra uma variedade de patdgenos.

Produc&o de Siderdforos S30 compostos de baixo peso molecular
gueladores de ferro, produzidos sob condigoes
limtantes desse demento, inibindo o
crescimento de patdgenos.
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Tabela 2.2 - Produtos comerciais a base de rizobactérias promotoras de crescimento e
de bioprotecéo de plantas no mercado mundia (adaptado de LUZ, 1996; KLOEPPER
et al.,1997; MELO, 1998).

Produto BPCP
Galtrol A, Agrocin, Diegdl Agrobacterium radiobacter
Quantum-4000 Bacillus subtilis (GB 03)
YIB (BARS) Bacillus spp.
Nogal A. radiobacter (K 1026)
Dagger, Conquer Pseudomonas fluorescens
Blue Circle, Intercept P. cepacia
Kodiak B. subtilis(GB 03) melhorado
Kodiak Plus B. subtilis+ apron® + terraclor?
Dery Burkholderia cepacia
Mycostop Sreptomycesgriseoviridis

Tapron = fungicida a base de metaaxil (p.a).
“terraclor = fungicida a base de quintozene (p.a).
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2.3 Badillus spp. como Agentes no Biocontrole

Dentre 0s géneros mais utilizados no biocontrole, Bacillus spp., mesmo ndo sendo
superior em relacdo a sua atividade biocontroladora, tem grande vantagem em relacdo aos
outros, devido a sua capacidade de formar esporos, os quais sdo tolerantes ao calor e ao frio,
bem como a condigbes extremas de pH, a pesticidas, fertilizantes e ao tempo de estocagem,
permitindo, portanto, sua utilizacdo na formulacdo de produtos mais etéves e vidvels e sua
aplicacdo no tratamento de folhas na forma de sprays (BACKMAN, WILSON & MURPHY,
1997; KLOEPPER et a., 1997). Outra vantagem do género Bacillus se deve a0 seu rpido
crescimento em meio liquido e a auséncia de patogenicidade da maioria das espécies (SHODA,
2000).

O interese pela utilizagdo desses microrganismos, na promocdo de crescimento e
controle de doencas de plantas, comegou nos anos 50, quando foi observado maior crescimento
de plantas em cuas rizosferas foran aplicadas cepas desse género. Posteriormente,
demonstrou-se que esse microrganismo também pode ser utilizado na superficie de folhas para
controle biologico. Novamente, esse género mostrou grande vantagem por ser de mais fécil
formulagdo e por sua capacidade de colonizar mlltiplas espécies de plantas. Como exemplo,
temos o controle de doencas em fejdo, por B. subtilis, e em cebola, por B. cereus
(BACKMAN, WILSON & MURPHY, 1997).

Diversos trabalhos foram publicados e constataram a utilidade desse microrganismo no
controle de doencas de plantas. Por exemplo, LAZZARETTI & BETTIOL (1997) relataram
gue a utilizacdo de pé molhavel & base dessa bactéria demonstrou uma aividade semehante ao
fungicida benomil no controle de Sclerotinia sclerotiorum, Aspergillus sp. e Rhizoctonia
solani, quando aplicado em sementes de feljdo. De forma semehante, ASAKA & SHODA

(1996) congtataram que o cddo fermentado de B. subtilis RB14-C, centrifugado ou néo,
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diminuiu a percentagem de plantas infectadas por R solani, causador do tombamento de
plantulas de tomateiro. Neste mesmo trabaho, foi relatado que a producéo de iturina A pelo B.
subtilis seria responsével pela supressdo da doenca e que a perssténcia da subtilina no solo
poderia contribuir Snergicamente para o efeito antifingico daiturina A.

Iguamente, B. subtilis A13 gpresenta atividade inibitdria in vitro contra uma S&ie de
fitopatbgenos, dém de promover o crexcimento de véias egpécies de plantas. Esse
microrganismo pode ser utilizado também no tratamento de sementes, tendo aumentado 48%
da produtividade em cenouras, e mais de 37% em amendoins. Por esse motivo, 0 B. subtilis
A13 tem sdo comercidizado para o tratamento, principamente, de amendoins, desde 1983
(WELLER, 1988), e, desde entdo, véarios outros produtos a base de Bacillus spp. ja foram
comercidizados, especidmente na China, para aumento de produtividede, relatado em torno de
10-22%, e controle microbiolégico em culturas de hortdicas, arroz, adgoddo, nabo e trigo
(LUZ, 1996).

BAPAT & SHAH (2000) comprovaram a dtividade em campo de B. brevis contra
Fusarium oxysporum f. sp. udum, causador da murcha de fusario do feijdo guandd. Sementes
tratadas com esse antagonidta tiveram 0 desenvolvimento dos sintomas diminuidos devido a
uma substéncia antibidtica produzida pelo B. brevis Esse antibidtico extracdular promove o
engrossamento das hifas do patdgeno e desenvolve adteragbes no citoplasma celular, deixando-
0 menor e granulado, aém de inibir a germinagdo dos conidios. CHANWAY et al. (2000)
avdiaram a colonizagdo bacteriana e o crescimento de abeto hibrido (planta de importancia na
fabricacdo do papel), apos inoculagdo de trés espécies de Bacillus e trés de Pseudomonas, em
ambientes controlados e em campo. Neste estudo, foi comprovado que trés dos
microrganismos utilizados, uma espécie de Bacillus e duas de Pseudomonas apresentaram

colonizacdo endofitica das plantul as resultando no aumento de 57% do peso seco das mesmas.
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Vé&ios sBo 0s mecanismos envolvidos no controle de doengas de plantas por Bacillus
Sop., tais como, competicdo por espaco e nutrientes, indugcdo de resisténcia sstémica, producéo
de sderdforos e antibiose, sendo este Ultimo o principa ddes (TOMASHOW & WELLER,
1996). Por exemplo, a produgdo por B. subtilis de metabdlitos antifingicos volées, ativos
contra diferentes grupos taxondmicos, demonstrou ser um importante modo de acdo contra
doencas causadas por Fusarium spp. e Rhizotonia solani (FIDDMAN & ROSSALL, 1994).

LEIFERT et d. (1995) estudaram duas espécies de Bacillus, B. subtilis CL27 e B.
pumilus CL45, e relaaram que a dividade exercida in vivo contra Botrytis cinerea pelo B.
subtilis CL27 era devida a producdo de antibidticos peptidicos, pois mutantes dessa espécie,
incapazes de produzir o antibidtico, deixavam de apresentar atividade contra esse patdgeno. De
forma semdhante, PICHARD e d. (1995) rdaaram que a atividade in vitro contra X.
campestris pv. campestris apresentada por B. polymyxa, era devido a producdo de dois
antibi6ticos peptidicos, gavaserina e sstavdina.

Dentre os diversos metabdlitos produzidos por Bacillus spp., 0s principais responsaveis
pea acdo antagbnica sdo os antibidticos peptidicos que controlam fungos e bactérias
fitopatogénicas, incluindo Erwinia amylovora, agente da quema das rosaceas (ABO-EL-
DAHAB & EL-GOORAMI, 1964) e Uromyces phaseoli, causador da ferrugem do fejoero,
(BAKER & STAVELY, 1985), dém de Rhizoctonia solani, Pythium spp., Fusarium spp. e

Xanthomonas campestris pv. campestris.(MELO, 1998; PUSEY, 1989).

10
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2.3 Producéo de Antibidticos Peptidicos por Bacillus op.

Nas espécies de Bacillus, a exaustéo de nutrientes, gpds a fase exponencid, leva a uma
sie de processos que afetam sua sobrevivéncia em condigfes ambientals adverses. Esses
procesos incluem: indwdo de quimiotaxia e motilidade, sintese de enzimas degraddivas,
desenvolvimento de competéncia genética, producdo de antibidticos peptidicos e, por ultimo,
esporulagio (MARAHIEL, NAKANO & ZUBER, 1993).

A producdo de antibioticos peptidicos é bastante importante no controle de doencgas de
plantas. Também chamados metabdlitos secundaios ou especiais, por ndo edarem
relacionados a0 crescimento do organismo produtor, esses antibidticos congtituem um grupo
diverso de substéncias em rdacdo a sua forma e fungdo. Sdo compostos por aminoécidos, no
entanto, mostram pouca semelhanca com o0s outros polipeptideos, tanto em relacéo a sua
edrutura, quanto a biossintese, pois, dém de conterem aminoécidos com configuragdo D e
possuirem, em gera, outros condituintes em sua edrutura (gerdmente um b-amino ou b-
hidroxi-&cido graxo), também podem sofrer modificagbes pés-traducionais para tornarem-se
biologicamente ativos (VATER, 1986; ZUBER, NAKANO & MARAHIEL, 1993) (Figura
2.1).

Esses antibidticos podem ser classficados de acordo com 0 mecanismo de biossintese

como (ZUBER, NAKANO & MARAHIEL, 1993):

a) Antibidticos de sintese ribossomal: representados pelos lantibidticos, cujo
principad mecanismo de acdo € aorir canais na membrana, permitindo o efluxo de ions,
metabdlitos e solutos. A aubtiling, subtilosna e mersacidina sBo  exemplos  de

|antibidticos.

11
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L-Leu—»|b-OH-Cy3 1o—» L-Glu— L-Leu
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Surfactina

L-Ser —p b-N-Cis.16+9» L-ASN—» D-Tyr

D-Asn¢—— L-Pro «¥—— L-Gn «—— D-Asn

[turina A

L-Thr —| b-N-Cy416—p L-Asp —p D-Tyr

D-Ser «<— L-Gn «— L-Ser «<— D-Asn

Bacilomicina L

/ L-Asn——p [b-N-Ci6, Ci——» L-Asn ——p D-GIn

D- Ser'\
D-Asng—— LPro ¢ L-Gn «— L-Pro

Micosubtilina

Figura 2.1 - Estrutura de lipopeptideos produzidos por agumas espécies de Bacillus
spp. ndo ribossomamente. h-OH = p-hidroxiacido; b-N = p-aminoécido (ZUBER &
MARAHIEL, 1997; VATER, 1986).
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b) Antibidticos de sintese ndo ribossomal: a maioria dos lipopeptideos sfo
dntetizados por um  mecanismo  chamado  Mecanismo  Multienziméico  ou
“Thiotemplate’, o qua esta sob o controle do operon gf A (MARAHIEL, NAKANO &
ZUBER, 1993) e é composto por véias subunidades de polipeptideos de peso
molecular variando entre 100.000 e 600.000 Da (ZUBER & MARAHIEL, 1997). Esses
polipeptideos catdisam a ativacdo dos aminoécidos para formar acil-adenilatos, os
quais véo servir de substrato para a formagcdo de um carboxil-tioester, através de uma
ligacd covdente a subunidade do complexo (Figura 2.2) (ZUBER & MARAHIEL,
1997). De acordo com esse mecanismo, 0s aminoacidos ligados covaentemente estdo
organizados na ordem de sua adicdo a cadeia polipeptidica Apés etapa, 0s
aminoécidos sfo ligados entre s por ligagbes peptidicas, resultando na formagdo de um
peptideo linear, que por sua vez sofrera ciclizacdo ou smples remogdo através de uma

tioesterase (ZUBER & MARAHIEL, 1997).

Na procura por novos antibioticos peptidicos, o género Bacillus € uma exceente
referéncia para estudo. Espécies de Bacillus produzem um grande nimero de antibidticos
peptidicos, os quais S50 uma classe de biossurfactantes com grande interesse mundia devido a
seu amplo espectro de atividades, podendo ser gplicados como antibidticos, antitumorais,
antivirals, antifingicos, imunomoduladores e inibidores enziméicos (VATER, 1986). A
maioria dos lipopeptideos produzidos por Bacillus 5o ativos contra bactérias Gram-positivas e
dguns, como polimixing, coligina e circuling, exibem atividade contra Gram-negativas. No
entanto, essas substancias B0 conhecidas, principdmente, como antifingicos, dém de
mostrarem uma excepciona  dividade surfactante, como por exemplo, a surfacting, que é capaz
de baxar a tensdo superficid da &gua de 72 mN/m para 27,9 mN/m em concentracles téo

baixas quanto 0,005% (DESAI & BANAT, 1997).
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Figura 2.2 - Mecanismo multienzimatico de producéo de lipopeptideos: (A) divacdo
dos aminoéacidos com perda de uma molécula de ATP, formando acil-adenilatos; (B) os
acil-adeniladtos  formam carboxil-tioester a subunidade do complexo com perda do
AMP; (C) formagdo da cadeia polipeptidica através da ligagcdo covalente entre os
aminoécidos ligados a molécula de enxofre da subunidade do complexo. Dom =
subunidade do complexo enzimético. (ZUBER & MARAHIEL, 1997).
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Dependendo da composicédo do meio, a surfactina ocorre como um conjunto de
variantes, chamados isoformes, que se diferenciam pela composicdo de aminoécidos da porcéo
peptidica (ULLRICH et d., 1991). E uma substincia anfipdtica, assm como todos 0s
biossurfactantes, apresentando  atividade antifungica, antitumoral contra o cacinoma de
Ehrlich, fibrinolitica, hemolitica, bem como a capacidade de lisar esferoplastos e protoplastos
de véaias bactérias (ULLRICH e d., 1991), e ainda dividade antiinflamatoria (KIM et d.,
1998).

Em relacdo a capacidade de dedtruir eritrocitos em melo &gar sangue, esta tem sido
condantemente  utilizada para ensaos de sdecdo de microrganismos  produtores  de
surfactantes, sendo o tamanho do halo de hemdlise associado com a capacidade de producéo
dessas substancias (LIN, 1996), que podem ainda sofrer influéncia de aguns parémetros,
como, por exemplo, o pH e a cadeia hidrofébica da molécula (nUmero de carbonos e
ramificagbes) (PROKOF EVA et d., 1999).

A aividade antimicrobiana da surfactina ainda néo teve seu mecanismo de acdo bem
elucidado. Sabe-se apenas que suas propriedades surfactante e sobre membranas aumentam a
hidrofobicidade da membrana de Bacillus, facilitando sua adesividade sobre superficies Solidas
(VATER, 1986; AHIMOU, JACQUES & DELEU, 2000). Por outro lado, a atividade
antiinflamatdria da surfactina foi comprovada tanto in vivo quanto in vitro e se deve a inibicdo
direta e <detiva da Fodolipase A, citosdlica (PLA,), enzima lipoliica que hidrolisa
fosfolipidios de membrana, liberando, na presenca de Ca'?, &cido araguiddnico, precursor de
mediadores quimicos do processo inflamatdrio, prostaglandinas e leucotrienos (KIM et
d.,1998). Por sua vez, a aividade antitumora contra cdulas do Cacinoma de Ehrlich foi
relatada por KAMEDA et a. (1974), no caddo fermentado de B. natto, no qua foram

encontradas duas substancias, sendo uma delas, comprovadamente, surfactina.
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Outra importante familia de lipopeptideos, produzida por adgumas espécies do género
Bacillus, sBo as iturinas, conhecidas, principdmente, por sua aividade antifingica, devida a
acdo sobre a membrana citoplasmética da cdula dvo, que tem sua permegbilidade a ions
dterada, permitindo a saida de ions K™, resultando em morte ceular (MAGET-DANA et 4.,
1992). Os lipopeptideos pertencentes a essa familia, iturina A e C, bacilomicina D, L e F e
micosubtiling, tiveram sua edtrutura quimica determinada, como  viso  anteriormente
(SANDRIN, PEYPOUX & MICHEL, 1990). A iturina A, principa representante dessa
familia, foi isolada origindmente do cultivo de uma linhagem de B. subtilis, e apresenta, a
samahanca da surfacting, um forte carder anfipdtico (referente a moléculas que contém
porcdes hidrofilica e hidrofébica), sendo a razé da sua comprovada atividade sobre as
membranas celulares. Além disso, possui um amplo espectro de agéo e baixa toxicidade como
antifingico (GRAU et d., 2001).

A acdo conjunta da iturina A e da surfactina contra fitopatdgenos foi comprovada pela
comparagdo in vitro de duas linhagens de Bacillus. O duplo produtor, B. subtilis RB14,
mostrou melhor atividade inibitéria contra diversos fitopatdgenos do que o B. subtilis NB22,
devido & producdo dessas subgtancias smultaneamente, pois gpesar da surfactina sozinha néo
inibir o creximento de fungos fitopatdgenos, a sua atividade citolitica sobre a membrana
celular permitiu o atague da iturina A, aumentando a atividade antifungica desta (OHNO, ANO
& SHODA ,1995).

A producdo desses compostos pode ocorrer, dependendo do organismo produtor e da
natureza do biossurfactante, (1) associada ao crescimento; (2) em condicbes limitantes de
crescimento; (3) por cdulas que ndo estd0 na fase de crescimento (“resting cdls’) e (4)
associada a adicéo de precursores. Em relacdo a espécies do género Bacillus, a producdo
fermentativa de agentes com atividade surfectante estd normamente associada a0 crescimento

desse microrganismo. Ese processo sofre ainda influéncia de vérios fatores, dentre des,
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elementos do meio de cultura, como as fontes de carbono (glicose, glicerol, manitol e etanol,
por exemplo) e de nitrogénio (como, sais de amdnio e uréa) utilizadas, as quais sdo de grande
importancia no rendimento da producdo desses compostos e devem ser estudadas caso por
caso, para cada microrganismo (DESAI & DESAI, 1993). LEIFERT et & (1995) constataram
gue tanto o pH quanto os nutrientes do meio afetaram a atividade dos antibidticos peptidicos
produzidos pelo B. subtilis CL27 e por B. pumilus CL45, sendo o pH entre 5,6 e 6,0 ideal para
producéo de substéncias antifungicas contra Botrytis cinerea, enquanto que os meios a base de
couve se gpresentaram melhores para producéo dessas substéncias pelos Bacillus estudados. A
temperatura, por sua vez, pode dterar a composicdo do biossurfactante produzido, enquanto
que a transferéncia de oxigénio do gés para o liquido pode ser afetada pelos biossurfactantes,
sendo um parémetro chave para a otimizagdo do processo de producdo da surfactina por B.
subtilis (DESAI & DESAI, 1993). OHNO, ANO & SHODA (1995) estudaram a producso de
iturina A e surfectina por B. subtilis RB14 e obsarvaram que a primera foi produzida em
maior quantidade entre temperatura de 25° C a 30° C, enquanto que a producdo de surfactina

foi maior a37° C.
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24  Xanthomonascampestris pv. campestrise a Podridéo Negra das Cruciferas

Como comentado no item 2.2, o género Bacillus apresenta atividade contra diversos
fitopatdgenos, dentre os quais a bactéria X. campestris pv. campestris, agente causal da mais
importante doenca bacteriana das cruciferas, denominada Podriddo Negra (ASSIS «t d.,1997,
LUNA et &l., 2000).

A X. campestris pv. campestris € um bacilo Gram-negativo, méve, contendo um
flagdo polar e com pigmento amado. Essa bectéria produz uma Série de enzimes
extracdlulares, incluindo proteases, pectinases e endogluconases capazes de degradar
componentes da matriz extracdlular de plantas. Além disso, essa bactéia também produz
polissacarideos, dentre os quais a xantana é o mais importante. No entanto, de todas as enzimas
citadas, gpenas a protease e a xantana tém demonstrado importéncia no desenvolvimento da
doenca (OSBOURN, 1995).

A Podridd Negra € um problema mundiad no cultivo de cruciferas. Membros dessa
familia de plantas, incluindo repolho, brocolis, couve, couve-flor, rabanete e nabo, sdo bastante
suscetiveis a doenca, que infecta plantas em quaquer estdgio de desenvolvimento. A doenca
ocorre com maior intensidade em ambientes com temperatura entre 28° C e 30° C, e dta
umidade, pela presenca de &gua de chuva, de irrigacdo ou de condensacdo, sendo comum, e
indusve mais severa, nas regifes tropicais e subtropicais. Nessas condicles, apenas uma
plantainfectada € suficiente para causar uma epidemia em todo o plantio (ASSIS et d., 1996b).

A bactéria pode estar presente em sementes, plantas infectadas, restos de culturas,
solos e em ervas daninhas. A principad fonte, no entanto, sfo as sementes infectadas, que
podem disseminar 0 patdgeno a longas digéncias. Os agentes de disseminacdo sdo: &gua,
insetos, sementes contaminadas e implementos agricolas. A via de penetragdo do patdgeno,
gerdmente, € aravés de poros locdizados nas margens das folhas, chamados hidatodios

(WILLIAMS, 1980).
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O periodo de incubacdo da doenca, ou sga, 0 niUmero de dias entre a inoculagdo e o
aparecimento dos sintomas, varia de 7 a 20 dias, nas condigdes de clima tropica (COSTA,
MARIANO & MICHEREFF, 2001). Os sintomas se caracterizam pelo gparecimento de lesdes
amarelas em forma de “V” com o veértice voltado para o centro da folha (Figura 2.3). A doenca
progride com a colonizacdo das nervuras, que se tornam escurecidas, com posterior necrose de
todo o tecido lesionado. O patégeno pode ainda entrar no sstema vascular e se espalhar por
toda a planta, desde as folhas até as raizes através do caule (SIKORA, 1994). Em temperatura
acima de 25° C, a bactéria se espaha anda mais rgpido no sistema vascular, produzindo
grande quantidade de um polissacarideo extracdlular, chamado xantana, o qua juntamente com
0 padgeno, obstruem as veias do xilema, impedindo o fluxo de &ua (WILLIAMS, 1980). Em
dguns casos, anda é possived observar subdesenvolvimento, murcha, queda prematura de
folhas e apodrecimento das plantas afetadas (MARINGONI, 1997).

O controle da doenca consste, usudmente, do uso de cultivares ou hibridos
resstentes, controle de ervas daninhas e insetos e destruicdo das plantas infectadas, bem como
0 emprego de sementes sadias, pois essa bactéria pode aojar-se facilmente tanto na superficie
quanto no interior de sementes. Para erradicacdo da bactéria em sementes recomenda-se 0
tratamento destas com &gua quente ou com antibidticos (aureomicina ou terramicing) (ASSIS
et al., 1996a; MARINGONI, 1997).

O antagonismo de Bacillus contra X. campestris pv. campestris foi observado por
ASSIS et d. (1996a), que isolaram 32 Bacillus spp. epifiticos de repolho, couve e rabanete.
Dentre esses isolados, 13 apresentaram 100% de controle da doenca em casa de vegetacéo,
sendo 0 mehor periodo para agplicacdo desses epifiticos no filoplano, 3 dias antes da

inoculagdo do patégeno. Em outro estudo, ASSISet a. (1997) observaram que, dentre 20
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Figura 2.3 — Podridd negra das cruciferas: (A) cultivo de couve com sintomas da
doenga causada por Xanthomonas campestris pv. campestris; (B) lesbes em forma de
“V” em folha de couve, com amadecimento do tecido e necrose (Fonte
www2.a0.0hio-gtate.edu/~ohioline’hyg-fact/3000/3125.html)
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isolados epifiticos de Bacillus spp., 13 apresentaram reduc@o da severidade da podriddo negra
em repolho em torno de 48 a 78%, destacando-se B. cereus C210, B. megaterium C116, B.
subtilis R14 e B. cereus C240, os quals apresentaram, respectivamente, reducéo de 78, 74, 73 e
71% da doengca em campo. Além disso, 0 periodo de aplicacdo do antagonista também foi
esudado e foi demongtrada maior eficiéncia no controle da podridéo negra com trés aplicagtes

do antagonista, 4 dias antes, smultaneamente e 4 dias gpds ainoculacdo do patdgeno.
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3. MATERIAISE METODOS

3.1 Microrganismos

Foram utilizados oito isolados de Bacillus epifiticos de diversas origens (Tabela 3.1),
e nove linhagens da bactéria fitopatogénica X. campestris pv. campestris, isoladas de repolho
em Camocim de S&0 Fdix. As linhagens de X. campestris pv. campestris foram: C3, C4, C8,

C10, C11, C12,C18, S2 e S6.

Tabela 3.1 - Bacillus epifiticos e suas origens (ASSIS et dl., 1996a).

| solados de Bacillus Origem
Bacillus subtilis R14 Repolho
B. megaterium pv. cerealis RAB7 Rabanete
B. megaterium pv. cerealis C211 Couve
B. megaterium C116 Couve
Bacillus sp. RAB9 Rabanete
B. cereus C240 Couve
Bacillus sp. C11 Couve
B. cereus C210 Couve

3.2Meosde Cultura

3.2.1. Meio AN (Agar-Nutritivo)

O meo AN foi utilizado para a manutencdo das culturas de Bacillus em tubos

inclinados. Sua composicio bésicaé em g/L:

Extrato de carne 3,0
Peptona de carne 10,0
NaCl 5,0
Agar 20,0
pH 7,0

22



MONTEIRO, L. Producdo de Substancias Bioativas deBacillus spp. contra Xanthomonas...

3.2.2. Meio 523 (KADO, HESKETT, 1970)

Para conservacdo das culturas de X. campestris pv. campestris, foi usado o meio

KADO, que possui a seguinte composicdo, em g/L:

Sacarose 10,0
Extrato de levedura 4.0
Caseina hidrolisada 8,0
MgSO, 0,3
K,HPO, 2,0
Agar 18,0
pH 7,0

3.2.3.Meio YM (“Yeast-Malt”)

Meo YM foi utilizado para divar as culturas de X. campestris pv. campestris. Este

meio contém a seguinte composicéo, em gL

Glicose 10,0
Peptona 50
Extrato de levedura 3,0
Extrato de mdte 3,0
pH 7,0

Paa s redizar os testes de aividade antimicrobiana, utilizowse o0 meo YM

adicionado de 2% (p/v) &gar (YMA).

3.2.4. Meio Agar Sangue (AS)

Para a redizacd0 dos testes de atividade hemolitica dos Bacillus, utilizotse meio AS.

A composicdo desse meio, em g/L, é a seguinte;

Extrato de carne 10,0
Peptona 10,0
NaCl 50
Agar 15,0
pH 7,0
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Além desses componentes, sangue de carneiro degfibrinado foi adicbnado a0 meio

base a uma temperatura em torno de 45° a 50° C, numa propor¢éo de 15% (V/v).

3.2.5. Melo de Fermentacéo

Foi utilizado um meio com composicdo bédsica de sas minerais, baseedo no meio
otimizado para producéo de surfactina de KIM et a. (1997), com agumas modificagdes quanto

a fonte de nitrogénio, manganés e sodio. A concentracd dos componentes, em g/L, € a

seguinte:

Glicose 40,00
KsHPO, 10,50
(NH4)2S04 11,45
MgSO, 7H,0 0,50
NaH,PO, H,O 1,73
MnSO, H,O 0,04
Extrato de Levedura 0,50
pH 8,0

3.3 Procedimento Experimental

3.3.1. Atividade Antagdnica de Bacillus spp. contra Xanthomonas campestris pv. campestris

A dividade antimicrobiana de Bacillus spp. contra X. campestris pv. campestris foi
determinada pelo método de difusio em &gar, utilizando os oito isolados de Bacillus e as nove
linhagens de Xanthomonas citadas no item 3.1. Uma suspensdo de cada X. campestris pv.
campestris, cultivada en meo YMA por 24 horas a 30°C, foi preparada com agua destilada
ederilizada com uma concentragd celular equivalente a0 padrd nimero 5 da escda de
McFarland (em torno de 10° céulasfmL). Foram colocados 100 nml. dessa suspensdo em placas
eséreis, medindo 90 mm de didmetro por 15 mm de dtura, e sobre suspensdo foi
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adicionado 10 mL de meio YMA anda liquefeito, numa proporcdo de 1% viv em rdacdo a
Suspensao.

Uma diquota de 10 ni. de cada cultura de Bacillus, crescida em AN por 24 horas a
37°C, foi adicionada a um tubo Eppendorf contendo 200 nh. de &gua destilada estéril. Apos a
lidificagdo do meo YMA, 1 nh. das suspensdes de Bacillus foi colocado sobre a placa

As placas foram incubadas a 37° C por 12 horas, para que o Bacillus crescesse antes
das Xanthomonas. Apds esse periodo, as placas foram deixadas por mais 24 horas a 30° C,
temperatura idedl de crescimento da X. campestris pv. campestris A leitura dos resultados foi
fata medindo-se o didmetro totd do hao de inibicdo menos o didmetro da colénia do Bacillus.
Esse procedimento foi redizado em triplicata, e o resultado, equivalente a média dos trés

valores obtidos, foi expresso em étividade antimicrobiana (mm).

3.3.2. Atividade Hemoalitica de Bacillus spp.

Suspensdes foram preparadas como descrito no item 3.3.1 com os oito isolados de
Bacillus. Cada suspensdo foi aplicada solre a superficie do melo &gar sangue numa quantidade
de 1 m.. As placas foram incubadas a 30° C e a 37° C e as leituras dos didmetros dos haos de
hemdlise foram redizadas em 24, 48 e 72 horas. O teste foi redizado em triplicata, em placas
com 90 mm de diémetro por 15 mm de dtura, contendo 10 mL do meio &gar sahgue, cada
uma. O resultado foi caculado do mesmo modo como o redizado para o teste de dividade
antimicrobiana, descrito no item 3.3.1, efoi expresso como atividade hemolitica (mm).

Paa veificar s as substéncias produzidas durante o crescimento em agar sangue
também inibiam o crescimento de Xanthomonas, foi redizado um outro tete de hemdlise
utilizando osisolados: B. subtilis R14, B. megaterium pv. cerealis RAB7, B. megaterium C116

e B. cereus C210. Apbs 72 horas a 37° C, quando foram encontrados os maiores hdos de
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hemdlise, blocos englobando a coldnia do Bacillus e sua respectiva zona hemolitica, foram
cortados com o auxilio de um edtilete. A linhagem C10 de X. campestris pv. campestris, foi
escolhida dentre aguelas que foram mais sensivels nos testes de aividade (item 3.3.1). Uma
placa com meio YMA foi preparada com uma suspensdo dessa bactéria, como descrito no item
3.3.1 e apos olidificacdo da mesma, os blocos cortados anteriormente foram colocados sobre o

meio de cultura. As placas foram incubadas a30° C por 24 horas.

3.3.3. Fermentacdo para Producéo de Substancias Bioativas por Bacillus spp.

A patir de cultivos de Bacillus spp. em meio AN, por 24 horas a 37° C, foram
preparadas suspensdes com concentragdo celular equivalente ao padréo nimero 5 da escala de
McFarland (em torno de 10° cdulagmL), as quais foram inoculadas no meio de fermentacio
(item 3.25), numa propor¢do de 1% (v/v). As fermentagbes foram redizadas em frascos
Fernbach, contendo 500 mL do meio de fermentacéo.

Os frascos foram mantidos em mesa agitadora, numa rotacdo de 150 rpm e sob
temperatura de 30° C, por um periodo de trés dias. Durante todo o processo, foram coletadas
10 amostras de 5 mL do mosto fermentado, en intervaos variando entre 6 e 12 horas, para
acompanhar 0 crecimento celular, consumo de glicose e producdo de substéncias
antimicrobianas.

A seguir sBo apresentados os métodos utilizados para a quantificacdo do crescimento

celular, consumo de glicose, producéo de substancias antimicrobianas e tensdo superficial.

Crescimento Celular
O crescimento foi acompanhado pela variagdo da biomassa a0 longo do experimento.

Para acompanhar a biomassa, foram utilizados tubos Eppendorfs, livres de umidade
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(secos a &°C por 24 horas) e previamente pesados em badanca anditica. Em cada
tubo, foi adicionado 1 mL de cada amostra e foram centrifugados a 11.000 rpm por
15 minutos. O sobrenadante foi reservado para andises pogteriores e os sedimentos
resultantes foram lavados com égua degtilada e novamente centrifugados na mesma
rotacdo. Posteriormente, a &gua sobrenadante foi eiminada e os tubos foram deixados
em edufa a 80° C por 24 horas. Apds esse periodo, a pesagem dos mesmos foi
redizada em baanca anditica, sendo 0 peso tota subtraido do peso inicid do tubo,

dando como resultado o valor damassa celular e calculada a concentragéo em g/L.

Consumo de Glicose
A concentracdo de glicose foi determinada peo méodo da glicose oxidase,
utilizando-se “kit” da BioMérielx. O aclcar foi dosado no sobrenadante apds

centrifugacdo a 11.000 rpm por 15 minutos das amostras col etadas.

Producdo de Substéncias Antimicrobianas

A producdo de subgténcias bioativas contra X. campestris pv. campestris foi
acompanhada a0 longo da fermentac@o através de testes de atividade antimicrobiana
redizados com o liquido fermentado obtido apds filtracdo das células de cada amostra
do mosto fermentado. A filtracdo das cdulas foi redizada em filtros MillexFG
(Millipore), com porosidade 0,22 nmn

A linhagem C10 de X. campestris pv. campestris foi escolhida como microrganismo
teste. Discos de papel previamente autoclavados foram embebidos com 25 nh. de
liquido fermentado de cada amostra e colocados sobre a placa contendo o0 meio YMA
diluido com a suspensdo de X. campestris pv. campestris C10, como descrito no item

3.3.1.
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A leitura dos hdos de inibicdo de crescimento foi redizada gpds 24 horas de
incubacdo a 30° C. Os resultados foram expressos como aividade antimicrobiana

(mm).

Tensdo Superficia

FermentagOes foram redizadas nas mesmas condigbes anteriores, para acompanhar,
indiretamente, a producdo de biossurfactantes, através da medida da tensdo
superficid a0 longo do crescimento. Com esse objetivo, amostras de 20 mL foram
coletadas em intervalos de 24 horas, num periodo de 3 dias, sendo a amogtra inicial, o
liquido fermentado obtido logo apés a inoculagdo. Apds filtragdo & vécuo em
membranas Millipore com porosdade de 022 mm, a tensio supeficid do
sobrenadante foi medida 2 vezes para cada amostra, utilizando o tensémetro CSC —
Dunolly Interfacial Tensometer Cat i 70545. Os resultados, expostos no item 4.4,
si0 amedia aritmética das duas medidas.

A tentativa de isolamento de biossurfactantes, foi redlizada gpenas na amostra de 72
horas a qua foi adicionado HCL paulainamente até que a amostra aingisse o pH 2,0,
segundo metodologia de COOPER et a. (1981) e KOWALL et a. (1998). ApoGs
acidifacacdo, a amodtra foi centrifugada, 0 sobrenadante foi separado e o precipitado
foi solubilizado com &gua MiliQ com pH 12,0. O sobrenadante, a &ua e o

precipitado soltvel também foram andisados quanto atenséo superficid.

As Figuras 3.1 e 3.2, modsram fluxogramas de tratamento das amostras para as

andlises decritas no presente item.
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Amostra5 mL
|
| |
1 mL 4 mL reservados para
Eppendorf secos eventuais necessidades
Centrifugagdo
11.000 rpm/15 min

Sobrenadante ‘l Células ‘l
Filtracdo Determinacéo da
Membranas 0,22 um biomassaem g/L

Dosagem glicose
Atividade antimicrobiana

Figura 3.1 — FHuxograma de tratamento das amostras para acompanhamento do crescimento
cdlular, consumo de glicose e atividade antimicrobiana ao longo da fermentacéo.
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Amodra
20mL/24 h

Fltracdo
Membranas porosdade 0,22 um

Amodra72 horas
Precipitacéo HCl pH 2,0

Liquido fermentado
Medidatensio superficid

Centrifugacéo
11.000 rpnv15 min.

Sobrenadante Sedimento solubilizado
Tensdo superficid aguapH 12,0
Tenséo upeficd

Figura 3.2 — Fluxograma de tratamento das amostras para andise de tenséo superficid ao

longo da fermentacéo e isolamento de biossurfactantes.

30



MONTEIRO, L. Producdo de Substancias Bioativas deBacillus spp. contra Xanthomonas...

3.3.4. Andlises Edtatiticas

Todos os experimentos foram realizados com delineamento inteiramente casudizado.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pel o teste de Tukey
(P < 0,05) redlizados com auxilio do software SANEST® (Sistema de Andlises Edtatidticas,

Ingtituto Agrondmico de Campinas— IAC, 1989).
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Atividade Antagbnica de Bacillus spp. contra Xanthomonas campestris pv. campestris

Pesquisas anteriores demonstraram que Bacillus spp. epifiticos, isolados de rabanete e
couve, gpresentam dta eficiéncia no controle da podridd negra em couve e repolho no campo
(ver item 24). Os experimentos gpresentados neste item tiveram como objetivo a investigacéo
da ocorréncia do mecanismo de antibiose de 8 isolados de Bacillus spp., os quais foram
testados in vitro contra 9 linhagens fitopatogénicas de X. campestris pv. campestris, como
descrito no item 3.3.1.

Os resultados dos testes de atividade antimicrobiana, expostos na Figura 4.1, mostram
inibicdo do crescimento das linhagens de X. campestris pv. campestris utilizadas, por quetro
dos isolados de Bacillus testados: B. subtilis R14, B. megaterium pv. cerealis RAB7, B.
megaterium C116 e B. cereus C210. Os demas microrganismos. Bacillus sp. RABY, B.
megaterium pv. cerealis C211, B. cereus C240 e Bacillus sp. Cl1l ou ndo gpresentaram
nenhuma atividade ou provocaram inibicdo minima, com halos menores que 1 mm e por este
motivo ndo foram representados na Figura 4.1.

A andise de vaiancia dos dados demonstrou que houve diferencas sgnificativas entre
0s antagonidas, entre as linhagens de X. campestris pv. campestris e entre esses dois fatores
(Tabdla4.1).

Em relacio a dividade antimicrobiana dos antagonistas contra cada isolado de
Xanthomonas (Tabela 4.1), foi demonstrado que Bacillus subtilis R14 e B. megaterium pv.
cerealis RAB7, respectivamente, foram os mais ficientes no antagonismo ao patdgeno, sem
diferirem entre 9, mas diferindo (em relacd a adgumas linhagens de X. campestris pv.
campestris) de B. megaterium C116 e principamente de B. cereus C210, que pode ser avaliado

como 0 menos €ficiente dos quatro antagonistas.
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Figura 4.1 —Atividede antimicrobiana de Bacillus contra: (A) linhagens C3, C4 e C8; (B)
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1

RAB7 R14 C116 C210
Bacillus
ac10
ECil1
mcCi2
RAB7 R14 C116 C210
Bacillus
RAB7 R14 C116 C210
Bacillus

oc3
mC4
Ocs

mC18
as2
HSs6

C10, C11 e C12 e (C) C18, S2 e S6 de Xanthomonas campestris pv. campestris. A aividade
antimicrobiana foi medida pela subtracdo dos diémetros do halo de inibicdo e da colénia do
Bacillus. Vaores s8o médias de trés repeticdes. RAB7 = Bacillus megaterium pv. cerealis;
R14 = B. subtilis; C116 = B. megaterium e C210 = B. cereus.
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Tabela 4.1 — Atividade antimicrobiana dos isolados de Bacillus spp. contra
Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) avdiada aravés do hdo de inibicéo
medido apos 72 horas de inibicéo.

Antagonistas
ol ?(dCZSde RAB 7* R14 C116 C210

C3 93ab A2 113abA 10,7aA 30aB
C4 97abA 10,7ab A 97 ab A 20aB
c8 80bAB 9,7 abc A 40dC 50aBC
c10 85ab A 6,0CAB 43cdB 23aB
c11 958 A 8,0bcA 8,0 abc A 37aB
C12 12,0aA 12,7aA 40dB 50aB
c18 63bA 8,5bc A 6,0 bed A 20aB
) 73bAB 8,0bc A 37dBC 30aC
% 73bA 8,7bcA 30dB 23aB

"RAB7= Bacillus megaterium pv. cerealis; R14= Bacillus subtilis; C116= Bacillus
megaterium e C210= Bacillus cereus.

Média de 3 repeticdes. Médias seguidas de mesma letra minGscula no sentido da
coluna e mailscula no sentido da linha, ndo diferem entre 5, pelo teste de Tukey a
0,05% de probabilidade.

A senshilidade dos isolados da bactéria fitopatogénica em relagdo a cada um dos
antagonistas estudados também foi andisada, sendo encontrada grande variabilidade entre as
linhagens. Pode-se observar, por esse estudo, que a linhagem C12 foi mais sensive aos
antagonistas RAB7 e R14, sem diferenca significativa entre os isolados C4, C11, C3 e C10, no
primeiro, e entre C3, C4 e C8, no segundo caso. No entanto, essa mesma bactéria, X.
campestris pv. campestris C12, ndo foi tao sensivel a acdo do Bacillus C116, sendo alinhagem
C3 a mais inibida por este antagonista, néo diferindo entre C4 e C11. Em relagdo a0 B. cereus
C210, este foi 0 que gpresentou menor atividade antimicrobiana contra todas as linhagens e X.
campestris pv. campestris ndo havendo diferenca Sgnificativa entre os nove isolados desta
bactéria

Edtas interagbes significativas demonsgtram que existe especificidade entre os isolados
de X. campestris pv. campestris e dos antagonistas, ou sga, nem todos 0s antagonistas

controlam os isolados com a mesma eficiéncia, e nem todas as linhagens de X. campestris pv.
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campestris tém a mesma senshilidade a esses antagonistas. Este fato pode ser explicado pela
variabilidade genética dos dois grupos de microrganismos.

LUNA e a.(2000) redizaram testes in vitro com as mesmas linhagens de Bacillus
utilizadas no presente estudo, contra X. campestris pv. campestris LFR-3, e mostraram que as
linhagens RAB7, R14, C210 e C116 também apresentam atividade inibitéria contra LFR-3. No
entanto, essa mesma atividade ndo foi observada no cado fermentado obtido do crescimento
desses Bacillusem meios de cultura a base de melago, como fonte de carbono.

V&ios autores jA mencionaram que muitas bactérias, apesar de apresentarem dta
aividade antimicrobiana in vitro contra fitopatdgenos, apresentam pouco ou nenhum controle
da doenca na planta, ressdtando a freqliente falta de correlagéo dos estudos in vitro e in vivo
(KOMMEDAHL & WINDELS, 1976; LANG & KOMMEDAHL, 1976; PAPAVIZAS &
LEWIS, 1983, apud. FRAVEL, 1988). No entanto, este ndo é o caso dos antagonistas
estudados, pois os testes de dividade antimicrobiana de Bacillus contra X. campestris pv.
campestris comprovaram 0 que ja havia sdo relatado anteriormente em casa de \egetacéo por
ASSIS & a. (1996a), onde foram testadas 13 linhagens de Bacillus, dentre das, R14 e C210,
as quais controlaram totamente a podridéo negra causada por 3 linhagens desse fitopatdgeno
em couve. Estudos semehantes foram feitos em repolho por ASSIS et d. (1997), os quas
também comprovaram a boa aplicabilidade de Bacillus R14, C210 e C116 no biocontrole da

podriddo negra em campo.
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4.2 Atividade Hemalitica de Bacillus spp.

Como discutido no item 2.3, os lipopeptideos apresentam um amplo egpectro de
atividades, incluindo atividade hemodlitica, estando essas propriedades relacionadas com as
caacteridicas anfipdticas de sua edtrutura quimica e s8o condantemente utilizadas para
sdlecdo de microrganismos produtores dessas substancias. Dessa forma, os testes de hemdlise
foram realizados com o objetivo de se observar a produgéo de lipopeptideos pelas linhagens de
Bacillus em estudo e de verificar a possivel importancia dessas substéncias em rdacéo a
atividade antimicrobiana, discutidano item 4.1.

Os resultados dos ensaios para atividade hemolitica dos Bacillus, expostos nas Figuras
42 e 43, mosran que dentre os oito isolados, 0s mesmos que gpresentaram  atividade
antimicrobiana nos testes anteriores, B. subtilis R14, B. megaterium pv. cerealis RAB7, B.
megaterium C116 e B. cereus C210, também produziram haos de hemdlise em meio &gar
sangue. Esses resultados foram andisados pelo teste de Tukey, que avdiou as interagOes entre
as temperaturas Utilizadas, entre os oito isolados de Bacillus e entre esses dois fatores, havendo
diferencas significativas nos trés casos (Tabda 4.2).

A atividade hemolitica avdiada a temperatura de 30° C, destacou B. megaterium pv.
cerealis RAB7, B. aubtilis R14 e B. megaterium C116 os quas apresentaram atividade
hemolitica apés 72 horas de incubacdo, nd havendo diferenca sSgnificativa entre des. Os
demais antagonistas ndo gpresentaram hemdlise nesta temperatura. No entanto, a temperatura
de 37° C, s mostrou mais apropriada para esse estudo, pois nesse caso, quatro isolados
goresentaram resultados significantes: B. megaterium C116, B. megaterium pv. cerealis RABY7,
B. subtilis R14 e B. cereus C210, com haos maiores que os encontrados no estudo anterior,
sendo que os dois primeros diferiram  dgnificativamente dos das dltimos, e os quatro

diferiram dos demais.
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Tabela 4.2 — Atividade hemalitica de Bacillus spp. em diferentes temperaturas.

Antagonistas

Tempe .\
o RAB 7 R14 C116 C210 C211 C240 Cl1 RAB9
ratura

30°C 2,7 bA2 1,7bA 27bA 0,0bB 00aB 00aB 00aB 0,0aB

37 C 7,7 aA 37aB 83aA 30aB 00aC 00aC 00aC 0,0aC

'RAB7= Bacillus megaterium pv. cerealis R14= Bacillus subtilis C116= Bacillus megaterium,
C210= Bacillus cereus C211= Bacillus megaterium pv. cerealis C240= Bacillus cereus, C11=
Bacillus sp. e RAB9= Bacillus sp.

’Média de 3 repetigdes. Médias seguidas de mesma letra minGscula no sentido da coluna e
maiUscula no sentido da linha ndo diferem entre 5, pelo teste de Tukey a 0,05% de probabilidade.

*0s dados foram transformados segundo a equacgo: RAIZ (x + 0,5), para comparacio de médias.

Note-se que o isolado C210 ndo demonstrou atividade hemolitica a 30° C e sim a 37°
C, diferindo de B. megaterium pv. cerealis C211, B. cereus C240, Bacillus sp. C11 e Bacillus
sp. RABY, os quais ndo apresentaram essa propriedade em nenhuma aos temperaturas.

Comparando-se os resultados obtidos nos testes de hemdlise com os de atividade
antimicrobiana (Figura 4.4), obsarva-se que exisse uma relacdo entre a producéo de
lipopeptideos e a inibicdo do crescimento das bactérias fitopatogénicas, pois 0s mesmos
microrganismos que produziram hemolise, RAB7, R14 e C116, na Figura 4.4 A, e C210, na
Figura 4.4 B, também gpresentaram atividade antimicrobiana contra as linhagens de X
campestris pv. campestris Neste estudo, B. megaterium pv. cerealis RAB7 esta entre os
antagonidas que gpresentaram maior dividade hemolitica e antimicrobiana. Em relacdo aos
isolados R14 e C116, o primeiro se mostrou 0 melhor antagonista dentre todos nos testes de
aividade antimicrobiana, no entanto, gpresentou menor atividade hemolitica do que o isolado
C116, que demonstrou os maiores haos de hemdlise dentre os oito antagonistas (Figura 4.4). O

teste de hemdlise avdia indiretamente a produgéo de biossurfactantes pelos microrganismos, o
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Figura 4.2 - Atividade hemolitica de Bacillus spp, com leituras a 24, 48 e 72 horas, obtidas em
temperatura de: (A) 30° C e (B) 37° C. A atividade hemalitica foi medida pela subtracdo dos
didmetros do hdo de inibicdo e da col6nia do Bacillus. Vaores so médias de trés repeticoes.
RAB7 = Bacillus megaterium pv. cerealis, R14 = B. subtilis; C116 = B. megaterium e C210 =
B. cereus.
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Figura 4.3 - Atividade hemolitica obtida apds 72 horas em temperatura de 30° C e 37° C por
Bacillus spp., no sentido horario a partir do quadrante superior esquerdo: (A) Bacillus
megaterium pv. cerealis RAB7; B. subtilis R14; Bacillus megaterium pv. cerealis C211 e B.
megaterium C116 e (B) B. cereus C240; Bacillus sp. RAB9; Bacillus sp. C11 e B. cereus
C210.
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A

RAB7, R14,C211,C116

B
C240, RAB9, C11, C210

Figura 44 — Redacdo entre dividade hemolitica, gpds 72 horas a 37° C (esquerda) e
antimicrobiana (direita) de Bacillus spp. contra Xanthomonas campestris pv. campestris. No
sentido hor&rio, a partir do quadrante superior esquerdo: (A) Bacillus megaterium pv. cerealis
RAB7; B. subtilis R14; Badllus megaterium pv. cerealis C211 e B. megaterium C116 e (B) B.
cereus C240; Bacillussp.RABY; Bacillus sp. C11 e B. cereus C210.
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gue ndo dgnifica que edas subgtancias possuam  atividade antimicrobiana na mesma
intensdade que hemdlitica Este fato pode s uma possivd explicacdo paa o0s
comportamentos dos isolados R14 e C116 nos experimentos.

Adiciondmente, B. cereus C210, o qua apresentou resultados menos significativos
nos testes de antagonismo em reacd aos demais Bacillus, também demonstrou menor
atividade hemolitica quando comparado com os outros microrganismos testados.

Experimento adiciond foi redizado com os blocos de gelose obtidos a partir do teste
de hemdlise dos isolados B. subtilis R14, B. megaterium pv. cerealis RAB7, B. megaterium
C116 e B. cereus C210, como descrito no item 3.3.2. O resultado obtido, ilustrado na Figura
4.5, mostra que as substancias produzidas pelos isolados, presentes nos haos de hemdlise,

possuem étividade antimicrobiana contra X. campestris pv. campestris
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Figura 45 — Atividade antimicrobiana contra Xanthomonas campestris pv. campestris dos
blocos de gelose obtidos a partir do crescimento de Bacillus em meio &gar sangue a 37° C ap6s
72 horas. Os blocos de gelose foram recortados, incluindo a colGnia do microrganismo e seu
respectivo halo de hemdliseRAB7 = B. megaterium pv. cerealis RAB7; R14= B. subtilis R14;
C116 = B. megaterium C116 e C210 = B. cereus C210.
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4.3 Fermentacgéo para Producéo de Substancias Bioativas por Bacillusspp.

A patir dos resultados obtidos nos testes de atvidade antimicrobiana, foram
sdecionados trés isolados de Bacillus para redizagdo dos estudos fermentativos B.
megaterium pv. cerealis RAB7, B. subtilis R14 e B. megaterium C116, os quais apresentaram

melhor atividade contra as linhagens da bactéria fitopatogénica

4.3.1. Curvas de Crescimento e Formacao de Produtos Bioativos

Nas Figuras 4.6, 4.7 e 4.8, est@0 expostos os graficos com a variacdo da biomassa,
consumo de glicose e producdo de substancia antimicrobiana durante o crescimento de B.
megaterium pv. cerealis RAB7, B. subtilis R14 e B. megaterium C116, respectivamente. B.
megaterium pv. cerealis RAB7 e B. subtilis R14 gpresentaram uma fase de crescimento mais
longa, em torno de 54 horas, em rdacdo a0 B. megaterium C116, que apresentou um
crescimento brusco a partir das 12 horas e iniciou a fase estacionaria antes dos demais
microrganismos, apos 30 horas. A producdo find de biomassa foi também semehante para B.
megaterium pv. cerealis RAB7 e B. subtilis R14, atingindo valores em torno de 25 g/L. B.
megaterium C116 apresentou maior rendimento em biomassa, com vaor find acima de 3,0
glL.

Semehantemente a0 aumento da biomassa, 0 consumo de glicose ocorreu mas
rapidamente durante o crescimento de B. megaterium C116. Para B. megaterium pv. cerealis
RAB7 e B. subtilis R14, os valores de glicose se gproximaram de zero apés 48 horas, enquanto
que para B. megaterium C116 isto ocorreu apos 36 horas.

A aividade antimicrobiana contra X. campestris pv. campestris C10 foi observada

durante a fase de crescimento de B. megaterium pv. cerealisRAB7, B. subtilisR14 e B.
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Figura 4.6 - Curvas de crescimento, de consumo de glicose e de formagéo de produto bioativo
contra Xanthomonas campestris pv. campestris C10, apresentadas por Bacillus megaterium pv.
cerealisRAB7.
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Figura 4.7 - Curvas de crescimento, de consumo de glicose e de formagéo de produto bioativo
contra Xanthomonas campestris pv. campestris C10, apresentadas por Bacillus subtilis R14.
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Figura 4.8 - Curvas de crescimento, de consumo de glicose e de formagéo de produto
bioativo contra Xanthomonas campestris pv. campestris C10, apresentadas por Bacillus
megaterium C116.
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megaterium C116, aumentando progressivamente apos 24 horas de fermentagdo, o que indica
gue a producdo de substancias bioativas esti associada ao crescimento desses microrganismos.

Na Figura 4.9, é possivd s observar que a atividade antimicrobiana do liquido
feementado desses microrganismos foi semdhante dguela apresentada nos  testes  de
antagonismo em meio sdlido, pois Bacillus subtilis R14 e Bacillus megaterium pv. cerealis
RAB7, goresentaram maiores halos de inibicdo a0 longo da curva de crescimento quando
comparados com os resultados do liquido fermentado de B. megaterium C116, atingindo

vaores de 0,21 mm, 0,30 mm e 0,12 mm, respectivamente, gpos 72 horas de crescimento.
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Figura 4.9 - Atividade antimicrobiana do liquido fermentado de (A) Bacillus
megaterium pv. cerealis RAB7, (B) Bacillus subtilis R14 e (C) Bacillus megaterium
C116, a0 longo da curva de crescimento, da esquerda para a direita, 12, 24, 30, 36, 48,
54, 60 e 72 horas.
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4.3.2. Producdo de Substancias Tensoativas

FermentagOes foram redlizadas nas mesmas condigdes anteriores, para acompanhar a
variacio de tensdo superficid no liquido ao longo da curva de crescimento, que representa,
indiretamente, a producdo de biossurfactantes. Na Tabela 4.3, pode-se observar um
comportamento semelhante para os trés Bacillus utilizados, sendo que a tensdo superficid no
liquido fermentado de B. megaterium C116, que apresentou crescimento mais rapido nos
edudos de fermentac@o, discutidos no item 4.3.1, diminuiu mais rapidamerte em relacdo aos
demais antagonidas estudados. Entretanto, de uma forma gerd, a diminuicdo da tensfo
superficial ocorreu andogamente nos trés Bacillus, durante o crescimento, com valores de 41,0
a 43,0 mN/m inicidmente, chegando em torno de 35,0 a 37,0 mN/m ao find dos 3 dias de
fermentac@o.

Como descrito no item 3.3.3, tentou-se isolar substéncias tensoativas do liquido
fermentado através de precipitacdo com &cido. Na Tabela 4.4, observa-se que apls a
precipitacdo do liquido fermentado, o sobrenadante resultante gpresentou tensdo superficid
maior, indicando que substéncias tensoaivas foram removidas aravés da precipitacdo. Esse
precipitado, por sua vez, foi solubilizado em &ua (pH 12,0) e baixou a tensfo supeficid
desta, confirmando a presenca de biossurfactantes no precipitado.

Biossurfactantes produzidos durante o0 crescimento de microrganiSmos em meo
liquido tendem a ser concentrar na espuma, tendo pouca atividade no meio (COOPER &t d.,
1981). Ede fato pode judificar a tensfo superficid ndo ter sdo téo baixa quanto os valores
relatados na literatura, que chegam abaixo de 30 mN/m como nos estudos reaizados por KIM

et ad. (1997). Pois no presente estudo ndo houve nenhum processo especiad para extracdo da

espuma.
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Tabela 4.3 — Tensfo superficid medida no liquido fermentado, gpds
inoculacdo, a 24, 48 e 72 horas de fermentacéo.

Tensdo Superficial (mN/m)

| solados Tempo O 24 horas 48horas 72horas

B. megaterium pv.

42,8 40,75 36,6 35,45
cerealis RAB7

Bacillus subtilis R14 43,5 42,45 35,3 37,65

B. megaterium C116 41,5 30,0 37,85 35,5

"Tempo 0 = amostra obtida apds inocul agZo.

Tabela 4.4 — Tensdo supeficid medida no liquido fermentado, precipitado
solubilizado em &gua e sobrenadante a 72 horas de crescimento.

Tensdo Superficial (MN/m)

I solados ferLrSe:rJ:?aodo Sobrenadante I;rILejubﬁ: 2?113
em agua
5. Cg?;ﬁfgi”é?"' 35,45 40,35 41,95
Bacillus subtilis R14 35,3 38,2 45,45
B. megaterium C116 35,5 41,0 44,13

'A &ua utilizada para solubilizar o precipitado teve seu pH aferido paa 120 e

gpresentou tensdo superficid de 65,9 mN/m.

KIM, et a. (1997) extrairam biossurfactante da espuma que saia em excesso do
fermentador e afirmaram que a producdo dessa substéncia pode ser afetada pela agracdo e
concentracd de O, dissolvido, sendo, portanto, de suma importancia o controle desses
parametros para uma maior producdo de biossurfactantes. Além disso, COOPER et a. (1981)
afirmaram que aremocdo da espuma estimula a producdo desses compostos por Bacillus spp.

Nas Hguras 4.10, 4.11 e 4.12, pode-se observar que a diminui¢éo da tensfo superficia

e 0 aumento da atividade antimicrobiana ocorre durante a fase de crescimento dos trés
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isolados. KIM et a. (1997) estudaram a producéo de biossurfactantes por B. subtilis C9,
utilizando o mesmo meio do presente estudo, em hiorreator, a 30° C e 300 rpm, e observaram
também uma producéo de biossurfactantes associada a0 crescimento celular. Da mesma forma,
OHNO et d. (1995) concluiram que a producéo dos lipopeptideos iturina A e surfactina ocorre
associada ao crescimento de B. subtilis RB14, e FOX & BALA (2000) demonstraram que a
diminuicdo da tensdo superficid por B. subtilis ATCC 21332 ocorre entre 0 meio e o find da
fase exponencia de crescimento, independente do meio de cultura utilizado.

Os resultados obtidos no presente estudo, onde a producdo de substéncias
antimicrobianas e surfactantes ocorre durante a fase de crescimento de B. megaterium pv.
cerealis RAB7, Bacillus subtilis R14 e B. megaterium C116, indicam que lipopeptideos podem
ter um pape importante no antagonismo contra X. campestris pv. campestris. Testes de
aividade foram redizados com surfactina da SIGMA, utilizando-se discos de papd contendo
25 nh. de solucdo de 1 mg/L, para verificar a acdo do biossurfactante contra X. campestris pv.
campestris C10, en meio YMA. Embora o resultado tenha Sdo negativo, a literatura mostra
gue a presenca de um surfectante potente, como a surfacting, pode intensficar a atividade
antimicrobiana de outros lipopetideos com menor atividade tensoativa

HIRAOKA e d. (1992), etudaram a atividade da surfactina e iturina, bem como a
combinacdo desses dois lipopeptideos contra o fungo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici,
causador da murcha-de-fusaio do tomateiro e observaram que a surfactina sozinha néo
goresenta atividade antimicrobiana.  Entretanto, a combinacéo das duas substéncias produz
maior inibicdo do crescimento do fitopatdgeno quando comparada a acdo apenas da iturina
Segundo OHNO et d. (1995), a maor atividade, relacionada a producdo sSmulténea de
asurfactina e iturina, esa associada a dividade citdlitica da primera, que enfraquece a
membrana celular, permitindo o ataque da segunda. Dessa forma, B. subtilis RB14, produtor de

aurfactina e ituring, inibiu o crescimento de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, bem como
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de outros fungos fitopatogénicos, mas sgnificativamente que o isolado B. subtilis NB22, o

qud produz apenasiturina A (HIRAOKA, et d., 1992).
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Figura 4.10- Atividade antimicrobiana e tensdo superficia do liquido fermentado de Bacillus
megaterium pv. cerealis RAB7.
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Figura 4.11 — Atividade antimicrobiana e tensdo superficia do liquido fermentado de Bacillus
subtilisR14.
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Figura 4.12 — Atividade antimicrobiana e tensfo superficid do liquido fermentado Bacillus
megaterium C116.
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5. CONCLUSOES

1. Dos oito isolados de Bacillus estudados, quatro produziram substéncias capazes de inibir o
crescimento da bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris. Bacillus subtilis R14, B.
megaterium pv. cerealis RAB7, B. megaterium C116 e B. cereus C210, sendo os dois

primeiros os mais eficientes quanto a atividade antimicrobiana

2. Esses mesmos isolados também produziram substéncias hemolitices em melo égar sangue,

enquanto que os demais ndo apresentaram nenhuma zona de hemdlise nos testes redizados.
Dentre estes microrganismos, B. megaterium C116 se destacou quanto a atividede hemolitica,

seguido de B. megaterium pv. cerealis RAB7, Bacillus subtilis R14 e B. cereus C210.

3. A corrdagdo dos testes de atividade antimicrobiana com os de hemdlise sugere que 0s

lipopeptideos tém um papel no antagonismo apresentado por microrganisSmos.

4. Nos edudos fermentativos, foi observado que a atividade antimicrobena do liquido
fermentado desses microrganismos foi semedhante aguela apresentada nos  testes  de
antagonismo em meio sdlido, pois Bacillus subtilis R14 e Bacillus megaterium pv. cerealis

RAB7, gpresentaram maiores haos de inibicdo ao longo da curva de creimento quando

comparados com os resultados do liquido fermentado de B. megaterium C116.

5. A dminuicdco da tensio supeficid, que indica indiretamente, a producdo de
biossurfactantes, acompanhou 0 aumento da atividade antimicrobiana no liquido fermentado
nos trés Bacillus estudados, reforcando o papel dos lipopeptideos no antagonismo de Bacillus

pp. contra X. campestrispv. campestris.
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6. A surfactina ndo gpresentou atividade contra Xanthomonas campestris pv. campestris. No
entanto, nd0 se pode dizer que este lipopeptideo ndo edtivesse sendo produzido pelos
antagonistas, pois a surfactina podia estar agindo em conjunto com outra substéncia,

fortalecendo aagéo antimicrobiana desta.
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6. SUGESTOES

1. Redizar estudos mais gprofundados com rebcdo ao isolamento das substancias biodtivas
obtidas no presente trabaho, bem como, a identificacdo das mesmas, com o0 objetivo de

verificar que substancias atuam na atividade antimicrobiana e na queda da tenséo superficid.

2. Redizar estudos em campo com o cddo fermentado com e sem céulas, antes e gpds a

precipitacdo com acido visando o controle da podriddo negra em cruciferas e o esclarecimento

do mecanismo de ac&o dos antagonistas.
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