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IDENTIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE MOLÉCULA ATIVA, 

PERTENCENTE AO GÊNERO Burkholderia, COM POTENCIAL 

PARA TORNAR-SE UM NOVO PRODUTO NO CONTROLE 

BIOLÓGICO 

 

Resumo – O uso inadequado de produtos químicos para a proteção de cultivos 

tem consequências negativas, como danos a organismos benéficos, 

contaminação ambiental, desenvolvimento de resistência, afeta o ser humano, 

etc., portanto, há necessidade de novas alternativas para o controle de insetos-

praga e patógenos de plantas. Assim, o objetivo do projeto foi isolar/purificar 

metabólitos secundários produzidos pela Burkholderia JBC02 com atividade 

inseticida sobre Spodoptera frugiperda, bem como estudar os mecanismos 

diretos de biocontrole da antibiose por meio de substâncias difusíveis e liberação 

de compostos orgânicos voláteis (VOCs) sobre diferentes fungos 

fitopatogênicos. Foram usadas técnicas de cromatografia (SPE, TLC, HPLC) e 

monitoramento bioguiado para o isolamento de metabólitos secundários. Os 

ensaios de cultura dupla e de placa sobreposta foram usados para estudar o 

efeito inibitório das substâncias difusíveis e dos VOCs em oito fungos 

fitopatogênicos. A atividade antagonista do isolado bacteriano foi corroborada 

pela visualização das estruturas miceliais dos fungos por microscopia eletrônica 

de varredura (SEM). Foram obtidas por separação em HPLC oito frações com 

potencial atividade inseticida, sendo que a fração 2 apresentou 100% de 

mortalidade; em relação à atividade antagônica, todos os fungos foram inibidos, 

com valores acima de 50% de inibição e observou-se que os micélios estavam 

desidratados, com anomalias e superfícies rugosas. Os resultados demonstram 

que o isolado bacteriano Burkholderia JBC02 possui função multivalente e tem 

potencial para ser um novo agente de controle biológico e, assim, ser utilizado 

para o desenvolvimento de biopesticidas. 

 

Palavras-chave: controle biológico, Burkholderia, antagonismo, bioinseticida, 

atividade antifúngica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

   

iv 

 

 

Abstract – The inappropriate use of chemical products for crop protection has 

negative consequences, such as damage to beneficial organisms, environmental 

contamination, development of resistance, affects humans, etc., therefore, there 

is a need for new alternatives for the control of insect pests and plant pathogens. 

Thus, the objective of the project was to isolate/purify secondary metabolites 

produced by Burkholderia JBC02 with insecticidal activity on Spodoptera 

frugiperda, as well as to study the direct mechanisms of biocontrol of antibiosis 

using diffusible substances and release of volatile organic compounds (VOCs) 

on different phytopathogenic fungi. Chromatography techniques (SPE, TLC, 

HPLC) and bioguided monitoring were used for the isolation of secondary 

metabolites. Dual culture and overlay plate assays were used to study the 

inhibitory effect of diffusible substances as well as VOCs on eight 

phytopathogenic fungi, the antagonistic activity of the bacterial isolate was 

corroborated by visualizing mycelial structures of the fungi by scanning electron 

microscopy (SEM). Eight fractions were isolated with potential insecticidal 

activity, being fraction 2 the one that showed 100% mortality; about the 

antagonistic activity, all fungi were inhibited, registering values higher than 50% 

inhibition and it was observed that the mycelia were dehydrated, with anomalies 

and rough surface. The results show that the bacterial isolate Burkholderia JBC02 

presents a multivalent function having the potential to be a new Biological Control 

Agent and thus be used for the development of biopesticides. 

 

Keyword: biological control, Burkholderia, antagonism, bioinsecticide, 

antifungal activity 
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1. CAPÍTULO 1 – Considerações gerais 

1.1. Introdução 

Os agentes de controle biológico bacteriano desempenham um papel 

fundamental na proteção das plantas contra insetos-praga e patógenos. Sua 

importância está na capacidade de suprimir com eficácia as populações de 

pragas e reduzir o impacto dos patógenos nas plantações. Ao contrário dos 

pesticidas químicos, os agentes de controle biológico são seguros para o 

meio ambiente e para os seres humanos, o que os torna uma alternativa 

sustentável e favorável à biodiversidade (He et al., 2021). 

Os agentes de controle biológico bacteriano usam uma variedade de 

mecanismos de ação para combater insetos-praga e patógenos de plantas. 

Algumas bactérias produzem toxinas ou compostos bioativos que são tóxicos 

para os insetos ou inibem o crescimento de patógenos. Outras bactérias 

podem competir diretamente com insetos ou patógenos por nutrientes ou 

espaço, limitando sua capacidade de sobreviver e se reproduzir. Além disso, 

as bactérias benéficas podem estimular as defesas naturais das plantas, 

fortalecendo sua resistência a pragas e doenças. Esses mecanismos 

combinados tornam os agentes de controle biológico bacteriano altamente 

eficazes no manejo integrado de pragas e doenças na agricultura (Köhl et al., 

2019 Legein et al., 2020). 

Entre os gêneros bacterianos que se mostraram promissores como 

fonte de novas moléculas bioativas para o controle de pragas de insetos e 

patógenos de plantas está a Burkholderia. Esse gênero bacteriano 

demonstrou a capacidade de produzir uma ampla gama de compostos 

bioativos com atividade inseticida e antifúngica. Essas moléculas podem agir 

diretamente sobre os insetos, causando danos ao seu sistema nervoso ou 

interrompendo seus processos biológicos essenciais. Além disso, alguns 

compostos bioativos da Burkholderia. têm a capacidade de inibir o 

crescimento de patógenos de plantas, evitando assim a disseminação de 

doenças. O estudo da Burkholderia como fonte de novas moléculas bioativas 

representa uma excelente oportunidade para o desenvolvimento de 

estratégias de controle biológico mais eficientes e sustentáveis para a 

proteção de culturas agrícolas (Depoorter et al., 2016; Kunakom et al., 2019). 
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1.2. Revisão da literatura 

1.2.1. Controle biológico 

 

Ao longo dos anos, surgiram duas preocupações principais: por um 

lado, garantir a disponibilidade de alimentos suficientes para a sociedade e, 

por outro, reduzir a poluição ambiental global (DeBach P & Rosen D, 1991; 

Rajaram & Dubin, 2021). A produção agrícola pode ser significativamente 

reduzida devido a fatores abióticos e bióticos, como falta ou excesso de 

água, altas temperaturas, deficiências de nutrientes, presença de metais 

pesados no solo ou outros contaminantes, presença de ervas daninhas, 

patógenos e pragas (Oerke, 2006; Savary et al., 2019). Embora o controle 

químico de pragas tenha sido fundamental para a obtenção de aumentos 

significativos na produtividade das culturas, o uso inadequado e o abuso 

frequente de pesticidas químicos levaram a sérios problemas ambientais e 

de saúde humana, bem como ao surgimento de insetos resistentes a 

pesticidas (Magaña-Gómez J & Calderón de la Barca AM, 2017; Nishimoto, 

2019). 

O uso do controle biológico para combater pragas de insetos e 

patógenos de plantas é uma alternativa sustentável e eficaz que beneficia a 

saúde das culturas e o meio ambiente. Essa estratégia envolve o uso de 

organismos vivos benéficos, como insetos, bactérias, fungos e vírus, bem 

como a dispersão de nematoides e parasitas entomopatogênicos, e o uso de 

compostos e semioquímicos derivados de plantas, para controlar a 

disseminação de organismos prejudiciais às culturas de forma natural (He et 

al., 2021; Ruiu, 2015). 

É importante mencionar que o controle biológico tem um impacto 

positivo em termos econômicos e ambientais. Do ponto de vista econômico, 

essa prática pode reduzir significativamente os custos associados à proteção 

das culturas. Ao contrário dos agroquímicos, o uso de organismos benéficos 

não exige gastos elevados com a compra de produtos químicos ou 

aplicações frequentes e pode ser implementado de forma preventiva, o que 

representa uma economia considerável. Em termos ambientais, o controle 

biológico se destaca por sua sustentabilidade e sua capacidade de promover 
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a conservação da biodiversidade e dos ecossistemas por ser seletivo e não 

prejudicial a outros seres vivos e ao meio ambiente, em comparação com os 

agroquímicos, que podem deixar resíduos tóxicos e poluir o solo e a água 

(Aloo et al., 2019; Glare et al., 2012; Kour et al., 2020). 

1.2.2. Mecanismos de ação dos “Biological Control Agents” (BCAs) 

Os agentes de controle biológico (BCAs) são organismos naturais 

com a capacidade de interromper o crescimento e o desenvolvimento de 

"organismos-alvo", como insetos pragas ou patógenos de plantas, 

interferindo assim em seu ciclo de vida (Corke, 1975; Raymaekers et al., 

2020a). Foram identificados diferentes mecanismos de ação para a interação 

dos BCAs com patógenos e pragas de plantas (Figura 1). Em geral, esses 

mecanismos podem ser classificados como mecanismos diretos de ação, 

como antibiose, parasitismo e competição por nutrientes e espaço, e 

mecanismos indiretos, como resistência sistêmica induzida (Köhl et al., 2019; 

Legein et al., 2020). 

A ação de biocontrole dos BCAs depende da ativação de vários 

mecanismos, e esses mecanismos não são mutuamente exclusivos. Da 

mesma forma, a capacidade de empregar um desses mecanismos varia 

dependendo das condições ambientais, da presença ou ausência de 

nutrientes, da temperatura e do pH, da praga ou do fitopatogênico, da planta 

hospedeira, etc. (Köhl et al., 2019a; Raymaekers et al., 2020b; Vinale et al., 

2008). 

Considerando a base teórica apresentada, utilização de métodos de 

controle biológico e inseticidas microbianos é de grande importância para o 

avanço dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentável (SDGs); assim, essas 

abordagens ecologicamente corretas se alinham com o ODS 2 (Fome zero e 

agricultura sustentáve) ao proteger a produtividade agrícola por meio da 

supressão de isetos pragas e fitopatógenos prejudiciais às culturas, 

garantindo a segurança alimentar para uma população crescente. Além 

disso, o controle biologico contribuem diretamente para o ODS 15 (Vida na 

Terra) ao preservar a biodiversidade e mitigar os impactos adversos dos 

pesticidas químicos nos ecossistemas, promovendo, assim, o gerenciamento 
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sustentável da terra, e apoia o ODS 12 (Consumo e produção responsáveis), 

reduzindo a necessidade de pesticidas sintéticos, minimizando os resíduos 

químicos nos alimentos e aprimorando as práticas agrícolas sustentáveis. Em 

resumo, a implementação dessas estratégias ecologicamente amigáveis 

enfatiza a importância fundamental que têm no alcancedos ODS, atuando na 

conexão entre o bem-estar da humanidade e a gestão do meio ambiente. 

Nesse contexto, os objetivos do presente estudo foi isolar/purificar e 

identificar metabólitos secundários com atividade inseticida contra a lagarta 

Spodoptera frugiperda, por meio do fracionamento bioguiado do extrato de 

Burkholderia JBC02 e, estudar o efeito antagônico in vitro do isolado 

bacteriano JBC02 por meio de substâncias difusíveis e compostos orgânicos 

voláteis (VOCs), e seu efeito na estrutura micelar, sobre vários fungos 

fitopatogênicos importância agrícola. 
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Imagem desenvolvida com BioRender.com  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Mecanismos de ação dos Agentes de Controle Biológico (BCA) sobre insetos-praga e patógenos de plantas.
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1.2.2.1. Antibiose  

A antibiose, derivada do grego que significa "contra a vida", é 

comumente considerada como a capacidade de um agente de biocontrole de 

impedir o crescimento ou eliminar outro microrganismo por meio da geração 

de substâncias antibióticas que podem se difundir ou ser liberadas como 

compostos voláteis, mostrando uma gama de eficácia contra diferentes alvos 

(Hutchings et al., 2019). As espécies pertencentes aos gêneros 

Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Streptomyces, Serratia, Burkholderia, 

dentre outras. são estudadas por sua capacidade de produzir e liberar 

substancias com propriedades antibacterianas e antifúngicas (Brescia et al., 

2021; M. T. Hossain et al., 2016; Meziane et al., 2006; Obagwu & Korsten, 

2003; Pacios-Michelena et al., 2021; Pretorius et al., 2015; Weller, 2007). 

Em estudos foi constatado que as cepas de Pseudomonas inibem 

diretamente o crescimento de uma ampla variedade de patógenos de plantas, 

como Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum e Fusarium graminearum 

(Romero et al., 2016; Simionato et al., 2017). Essa atividade de biocontrole, 

na maioria dos casos, é atribuída às fenazinas, que são metabólitos 

secundários heterocíclicos produzidos por Pseudomonas spp. com ação 

antifúngica, que interferem na acetilação de histonas fúngicas e participam 

da formação de biofilmes nas hifas, afetando sua patogenicidade (Y. Chen et 

al., 2018; Guennoc et al., 2018). 

Quanto ao gênero Bacillus spp., os agentes de controle biológico 

mais descritos até o momento são B. subtilis e B. amyloliquefaciens. As cepas 

de B. subtilis apresentam uma capacidade inibitória de amplo espectro em 

patógenos fúngicos e bacterianos, como Fusarium graminearum e Alternaria 

spp. (Ali et al., 2016; J. Wang et al., 2007). A síntese de peptídeos não 

ribossômicos e policetídeos é a principal responsável pela atividade 

antipatogênica dos bacilos (Chen et al., 2009), entre os quais estão a iturina 

(lipopeptídeo), a fengicina (lipopeptídeo) e a surfactina (lipopeptídio); sendo 

que as iturinas e as fengicinas agem principalmente em fungos filamentosos, 

afetando as estruturas da membrana celular, e a surfactina participa da 
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formação de biofilmes, permitindo uma melhor colonização bacteriana e a 

liberação de compostos antimicrobianos (Ongena et al., 2007; Zeriouh et al., 

2014).  

1.2.2.2. Microparasitismo  

O microparasitismo refere-se à interação de um BCA com um 

patógeno, causando sua morte ou matando seus propágulos. Por exemplo, 

temos o Ampelomyces quisqualis, considerado o microparasita fúngico mais 

estudado por sua capacidade de controlar o oídio em diferentes plantas, o 

Coniothyrium minitans que atua sobre a Sclerotinia sclerotiorum, afetando a 

viabilidade dos escleródios (Huang & Erickson, 2002), e o Trichoderma spp. 

e o Pythium oligandrum que afetam diferentes patógenos fúngicos de plantas 

(Moreno-Ruiz et al., 2020; Nofal et al., 2021). 

Além dos fungos microparasitas, há também estudos de bactérias 

que parasitam fungos, como Streptomyces spp. que hiperparasitam Fusarium 

oxysporum, Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, Alternaria brassicicola, etc., 

também a bactéria Serratia marcescens, que tem a capacidade de injetar 

fatores antifúngicos nas hifas das células fúngicas (Trunk et al., 2018; Ziedan 

et al., 2009). 

Em adição, alguns BCAs foram descritos com comportamento 

predatório, caçando e matando outros organismos, principalmente por 

fagocitose e sob condições limitadas de nutrientes. Por exemplo, quando o 

composto de casca madura está presente, o Trichoderma spp. pode produzir 

enzimas quitinase para parasitar o R. solani estimulando a expressão dos 

genes da quitinase. Isso ocorre devido a uma diminuição na disponibilidade 

de glicose e celulose prontamente disponíveis. Entretanto, quando o 

composto de casca fresca é usado, o Trichoderma spp. não apresenta um 

efeito antagônico sobre o patógeno vegetal R. solani. (Benhamou & Chet, 

1997; Pal & Gardener, 2006). 
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1.2.2.3.  Competição por espaço e nutrientes 

A competição por recursos limitados, incluindo nutrientes e espaço, 

é um fator crítico nas comunidades microbianas(Ghoul & Mitri, 2016). Os 

fungos patogênicos dependem das fontes de nutrientes disponíveis para a 

germinação de esporos e o crescimento durante a infecção em diferentes 

plantas. Os exsudatos da raiz atuam como quimioatraentes para os 

patógenos do solo, ao mesmo tempo em que favorecem a colonização da 

raiz por microrganismos benéficos (Turrà & Di Pietro, 2015). O 

aprimoramento da utilização de nutrientes e da competição por meio de 

consórcios microbianos surgiu como uma estratégia para antagonizar os 

patógenos transmitidos pelo solo (Niu et al., 2020). 

No biocontrole pós-colheita de frutos, a capacidade de um BCA de 

colonizar rapidamente as feridas dos frutos, conhecida como competência da 

ferida, é crucial para evitar ataques de patógenos (J. Liu et al., 2013). O 

manuseio da fruta durante a colheita e o transporte pode causar ferimentos, 

levando à produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) (Castoria et al., 

2007). Os BCAs devem possuir mecanismos para resistir ao estresse 

oxidativo induzido por ROS para exercer uma atividade de biocontrole eficaz 

(Sleutel et al., 2012). Estudos sobre Papiliotrema terrestris LS28 

demonstraram a importância dos genes responsivos ao estresse oxidativo 

em sua atividade de biocontrole (Palmieri et al., 2022). Da mesma forma, o 

pré-tratamento da levedura Candida oleophila com concentrações subletais 

de peróxido de hidrogênio aumentou sua atividade de biocontrole contra 

Penicillium expansum e Botrytis cinérea (J. Liu et al., 2012).  

Os BCAs entram em competição com os patógenos, em especial 

pelos recursos de carboidratos e nitrogênio, já que esses macronutrientes 

estão prontamente disponíveis para o crescimento microbiano no fructoplano 

e na filosfera, mas também estão presentes no solo no nível da rizosfera 

(Filonow, 2010; Spadaro & Droby, 2016a). Além disso, em relação aos 

micronutrientes, a competição por ferro surge como um fator crucial nas 

interações antagônicas entre BCAs e patógenos. Vários estudos destacaram 
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a importância da competição por ferro, com ênfase especial no papel dos 

sideróforos (Segarra et al., 2010). As leveduras Metschnikowia pulcherrima e 

M. fructicola competem efetivamente pelo ferro produzindo o sideróforo ácido 

pulcherrimínico, que desempenha um papel fundamental no controle de 

Penicillium expansum, Botrytis cinerea e Alternaria alternata (Saravanakumar 

et al., 2008). Da mesma forma, a Rhodotorula glutinis usa o ácido rodotorúlico 

para sequestrar o ferro para seu próprio crescimento em feridas de maçã 

(Calvente et al., 1999). 

A eficácia dos BCAs também depende de seu rápido crescimento 

e de sua capacidade de formar biofilmes, o que lhes permite ocupar e cobrir 

vários nichos, resultando na "exclusão do local" (Harman et al., 2004). No 

caso do Aureobasidium pullulans, foi demonstrado que a produção de 

polissacarídeos extracelulares (EPS) é influenciada pela concentração da 

fonte de nitrogênio, e a dosagem ideal de EPS aumenta a aptidão competitiva 

em feridas e melhora a eficácia do biocontrole (Klein & Kupper, 2018). 

Posteriormente, observações de microscopia eletrônica de varredura (SEM) 

feitas por Di Francesco & Ugolini (2017) revelaram que a competição por 

recursos e espaço entre duas cepas de A. pullulans desempenha um papel 

crucial no controle de Monilinia laxa. É importante ressaltar que esse modo 

de ação oferece uma vantagem importante, pois torna mais difícil para os 

patógenos de plantas desenvolverem resistência. 

1.2.2.4. Resistência induzida nas plantas 

Os microrganismos que atuam como antagonistas têm a 

capacidade de estimular a resistência nas plantas, permitindo o controle de 

uma ampla gama de fitopatógenos (Compant et al., 2005). Essa resistência 

pode ocorrer localmente ou se espalhar por toda a planta hospedeira por 

meio de sinalização química. A aplicação de microrganismos não 

patogênicos pode reduzir a incidência de doenças abióticas, bem como os 

danos causados por insetos e nematoides (Bhavanam et al., 2021; 

Ramamoorthy et al., 2001; Sangiorgio et al., 2020). Tanto os microrganismos 

patogênicos quanto os não patogênicos podem ativar as defesas das plantas 

por meio de padrões moleculares associados a patógenos ou micróbios 
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(PAMPs ou MAMPs), bem como compostos químicos naturais ou sintéticos 

(Beneduzi et al., 2012). 

As plantas desenvolveram diferentes estratégias em resposta ao 

ataque de patógenos, como o reforço das paredes celulares por meio da 

lignificação, a deposição de calose e o acúmulo de substâncias 

antimicrobianas de baixo peso molecular, como as fitoalexinas. Além disso, 

as plantas sintetizam várias proteínas, inclusive proteínas relacionadas à 

patogênese (PRs), como quitinases, glucanases e peroxidases, que 

desempenham um papel fundamental na luta contra os patógenos. Ademais, 

elicitores bacterianos e fúngicos, como lipopolissacarídeos e sideróforos, 

contribuem para as respostas de defesa das plantas (Conrath et al., 2015; 

Van Loon et al., 2003). 

Entre os primeiros relatos sobre a capacidade dos BCAs de incitar 

a resistência sistêmica induzida (ISR) é descrito a redução da suscetibilidade 

ao Fusarium sp. em cravos mediada por Pseudomonas sp. (Peer, 1991), bem 

como a doença mediada por Colletotrichum orbiculare em pepino que é 

influenciada por rizobactérias promotoras de crescimento (Wei, 1991). 

Também é descrito o efeito de Burkholderia phytofirmans PsJN no 

desencadeamento da ISR em tomate e videira afetados por Verticillium 

dahliaeen e Botrytis cinerea, respectivamente (Ait Barka et al., 2002; Barka 

et al., 2000). 

1.2.3. Taxonomia de Burkholderia 

Em 1950, Walter H. Burkholder identificou um grupo de bactérias que 

causava a podridão do bulbo da cebola, conhecida como "sour skin", e 

inicialmente as classificou como Pseudomonas cepacia (Burkholder, 1950). 

No entanto, com o avanço da hibridização DNA-DNA e das técnicas de 

sequenciamento do rRNA e do genoma completo, a classificação dessas 

bactérias sofreu alterações. Várias bactérias anteriormente identificadas 

como Pseudomonas foram reclassificadas e transferidas para o novo gênero 

Burkholderia (Hotta et al., 1992). Essa reclassificação foi possível graças a 

ferramentas aprimoradas de análise genética. Além disso, duas outras 

bactérias, Burkholderia picketti e Burkholderia solanacearum, foram 
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transferidas para outro novo gênero proposto, chamado Ralstonia (Yabuuchi 

et al., 1995). 

Publicações anteriores sobre Burkholderia (Caballero-Mellado et al., 

2004; Estrada-De Los Santos et al., 2001; Suárez-Moreno et al., 2011) 

revelaram a classificação desse gênero em dois grupos principais: Grupo A 

e Grupo B, com base em dados de sequenciamento do gene 16S rRNA. Essa 

classificação foi apoiada ainda pela análise de sequência multilocus (MLSA) 

de cepas tipo e cepas de referência de Burkholderia. O Grupo A corresponde 

ao cluster PBE (planta-beneficial-ambiental) identificado por Suárez-Moreno 

et al., (2011), enquanto o Grupo B engloba patógenos de plantas, humanos 

e animais, bem como patógenos oportunistas. Com base nessas 

descobertas, Sawana et al. (2014) realizaram uma análise filogenética das 

proteínas conservadas e da sequência do gene 16S rRNA de várias espécies 

de Burkholderia. Seus resultados confirmaram a presença de dois clados 

principais, consistentes com os grupos identificados no estudo anterior de 

Estrada-De Los Santos et al. (2013). Como resultado, Sawana et al. (2014) 

propuseram a criação de um novo gênero chamado Paraburkholderia ao 

reclassificar as espécies do Grupo A. Outro estudo realizado por Zuleta et al. 

(2014) analisou 545 genes housekeeping de 15 espécies de Burkholderia e 

também apoiou a divisão do gênero em dois grupos distintos (grupo A e B). 

1.2.4. Burkholderia no controle de pragas e fungos fitopatogênicos  

Diversas espécies de Burkholderia atuam como agentes de controle 

biológico contra fungos, bactérias, insetos e nematoides fitopatogênicos em 

muitas culturas. Biessy et al. (2022) identificaram vários grupos de genes 

relacionados a biocontrole em cinco cepas do complexo Burkholderia 

cepacia, incluindo genes codificadores de pirrolnitrina, burkholdinas, 

cepacina, hidroquinolininas etc., que têm efeito sobre Pseudomonas 

cichthyosis, Xanthomonas campestris, Pectobacterium carotovorum e 

Sclerotinia sclerotiorum; atividade antagonista semelhante foi registrada em 

Burkholderia sp. BV6 ao inibir Magnaporthe oryzae, fungo importante no 

cultivo de arroz (Xue et al., 2022). 
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O biocontrole por compostos voláteis também está presente em 

Burkholderia como demonstrado por Andrade et al. (2021), quando três 

cepas de B. perseverans restringiram o crescimento micelial em mais de 60% 

de Aspergillus welwitschiae, Phytophthora palmivora e Moniliophthora 

perniciosa por meio da liberação de compostos orgânicos voláteis. Por outro 

lado, a utilização da Burkholderia vietnamiensis B418 em melancias com o 

propósito de gerenciar o nematoide-das-galhas Meloidogyne spp. alcançou 

um índice de eficácia de 71,15%, superior quando comparado à combinação 

do B418 com os agentes nematicidas fostiazato e avermectina (com taxas de 

62,71% e 67,87%, respectivamente) (M. Liu et al., 2022).  

Poucos trabalhos relatam o papel da Burholderia spp. no controle de 

insetos-praga, por exemplo, Kil et al. (2014) que observaram a presença de 

Burkholderia sp. no nível intestinal em Riptortus pedestris, afetando o número 

de ovos e o tempo necessário para a primeira oviposição, além disso, as 

larvas de Drosophila foram afetadas pela Burkholderia cepacia, 

apresentando um efeito inseticida (Hsu et al., 2014). Capsicum frutescens, 

quando inoculado com cepas de Burkholderia (ZoB72 e ZoB82), apresentou 

menor incidência de Bemisia tabaci em comparação com o controle, bem 

como uma redução no número de ovos e ninfas da praga (Sabu et al., 2019). 

1.2.5. Moléculas bioativas de Burkholderia 

Muitos organismos, como invertebrados, plantas e microrganismos, 

não têm um sistema imunológico, mas evoluíram para gerar metabólitos 

secundários bioativos, alguns dos quais têm propriedades tóxicas contra 

microrganismos nocivos (Bourgaud et al., 2001). Esses produtos naturais 

desempenham um papel fundamental como mecanismos de defesa 

específicos contra outros organismos, permitindo que eles concorram e 

inibam seu crescimento, ao mesmo tempo em que interferem em processos 

biológicos essenciais. A pesquisa se concentra nos metabólitos secundários 

microbianos (MSM) como uma fonte valiosa de novos produtos naturais. 

Descobrir e caracterizar esses compostos é um objetivo fundamental na 

busca de métodos eficazes de controle de importantes patógenos humanos 

e de plantas (Camele et al., 2019). 
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Diversas espécies de Burkholderia, reconhecidas como bactérias 

benéficas em seus habitats naturais, possuem a capacidade de sintetizar 

compostos antimicrobianos. Essas bactérias podem servir como agentes de 

biocontrole contra fungos patogênicos de plantas e inibir com eficácia o 

crescimento de várias bactérias, protozoários e nematoides em diversas 

culturas agrícolas, como milho, milho doce, algodão, videira, ervilha, tomate 

e pimentão. Em geral, as espécies de Burkholderia são uma grande 

promessa biotecnológica como reservatórios valiosos de novos antibióticos e 

metabólitos secundários bioativos. Suas possíveis aplicações na agricultura 

são dignas de destaque (Cain et al., 2000; Depoorter et al., 2016a; Hu & 

Young, 1998a). 

O repertório de produtos naturais produzidos por Burkholderia é 

caracterizado por uma ampla gama de classes de metabolitos e diversidade 

estrutural (Figura 2). Entre eles, os peptídeos não ribossômicos representam 

a classe biossintética mais abundante. É interessante notar que os híbridos 

de peptídeos não ribossômicos e policetídeos também são comuns 

(Kunakom & Eustáquio, 2019). 

Além de seu potencial terapêutico, os produtos naturais de 

Burkholderia desempenham papéis importantes nas funções ecológicas e na 

virulência. Eles foram implicados em atividades como enxameação, formação 

de biofilme, aquisição de ferro e detecção de quorum. Essas funções são 

essenciais para a sobrevivência e a adaptação da Burkholderia em diversos 

nichos ecológicos(Kunakom & Eustáquio, 2019). 

Uma abordagem para identificar as diversas moléculas produzidas 

pela Burkholderia é a extração por fracionamento bioguiado, sendo sua 

principal vantagem sua capacidade de identificar compostos com uma 

bioatividade específica desejada. Entretanto, essa abordagem tem algumas 

limitações. Por um lado, nem todos os grupos de genes são ativamente 

transcritos em níveis que permitam sua detecção em bioensaios. Por outro 

lado, o fracionamento bioguiado exige o cultivo do organismo produtor nativo, 

o que pode ser complicado em certos casos (Kunakom & Eustáquio, 2019). 
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Figura 2. Compostos bioativos produzidos pelo gênero bacteriano Burkholderia. Cada cor representa um grupo representativo 

das moléculas. Imagem adaptada de Kunakom, Sylvia e Alessandra S. Eustáquio (2019).
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A mineração genômica representa uma estratégia promissora para 

superar as limitações associadas à descoberta de compostos bioativos. Com 

essa abordagem, é possível identificar compostos codificados em grupos de 

genes com baixa expressão em condições de cultura de laboratório. Além 

disso, a mineração genômica permite a exploração de compostos de 

bactérias não cultivadas e conjuntos de dados metagenômicos. Embora a 

atividade biológica desses compostos possa ser imprevisível, foram descritos 

casos em que a prospecção genômica foi realizada para alvos específicos ou 

genes de resistência. No entanto, a mineração genômica tem certas 

limitações, pois pode deixar passar compostos cuja biossíntese é 

desconhecida e, portanto, não detectada por programas de software 

automatizados. Nesses cenários, o isolamento orientado pela bioatividade 

surge como uma vantagem na descoberta de compostos bioativos (Braesel 

et al., 2019; Panter et al., 2018; Yan et al., 2018; Yeh et al., 2016). 

Em conclusão, o isolamento orientado pela bioatividade e a 

mineração genômica são estratégias complementares na descoberta de 

compostos bioativos. O isolamento orientado pela bioatividade permite a 

identificação de compostos específicos com atividade biológica, enquanto a 

mineração genômica oferece a oportunidade de superar os desafios 

associados à expressão gênica e explorar compostos de fontes não 

cultivadas. Ambas as abordagens têm vantagens exclusivas e sua 

combinação pode aprimorar a descoberta de novos compostos com 

propriedades bioativas. 
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2. CAPÍTULO 2 – Atividade inseticida do metabólito secundário de 

Burkholderia JBC02 contra Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) 

 

2.1. Resumo 

O gênero bacteriano Burkholderia tem uma alta capacidade de 

produzir uma grande diversidade de metabólitos secundários com diversas 

aplicações, sendo o controle biológico uma área promissora para o uso 

dessas moléculas bioativas. No entanto, há uma lacuna na aplicação de 

metabólitos de Burkholderia no controle de insetos-praga. Nesse contexto, 

no presente estudo, isolamos/purificamos e identificamos metabólitos 

secundários termoestáveis produzidos por Burkholderia JBC02 e avaliamos 

sua função inseticida contra a lagarta-do-cartucho (FAW). O extrato seco foi 

obtido a partir da cultura da JBC02, o qual foi submetido à extração líquido-

líquido e concentrado em um evaporador rotativo. Posteriormente, foi 

submetido à análise cromatográfica (TLC, SPE, HPLC) por fracionamento 

guiado por bioensaio, obtendo-se oito frações com potencial atividade 

inseticida, sendo a F2 do HPLC a fração que gerou 100% de mortalidade. 

Este trabalho representa um dos poucos relatos envolvendo o uso de 

metabólitos secundários produzidos por Burkholderia sp. no controle de S. 

frugiperda. 

 

 

Palavras-chave: biopesticida, metabólitos secundários, controle biológico, 

fracionamento guiado por bioensaio, Burkholderia. 
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Abstract - The bacterial genus Burkholderia has a high capacity to produce a 

great diversity of secondary metabolites with diverse applications, being 

biological control a promising area for the use of these bioactive molecules. 

However, there is a gap in the application of Burkholderia metabolites in the 

control of insect pests. Against such a background, in the present study, we 

isolated/purified and identified thermostable secondary metabolites produced by 

JBC02 and evaluated their insecticidal function against the Fall Armyworm 

(FAW). The dry extract was obtained from the culture of JBC02, which was 

subjected to liquid-liquid extraction and concentrated in a rotatory evaporator, 

subsequently, it was subjected to chromatographic analysis (TLC, SPE, HPLC) 

by bioassay-guided fractionation, obtaining eight fractions with potential 

insecticidal activity, being HPLC F2 the fraction that generated a 100% mortality. 

This work represents one of the few reports involving use of secondary 

metabolites produced by Burkholderia sp. on the control of S. frugiperda. 

 

 

Keywords: biopesticide, secondary metabolites, biological control, bioassay-

guided fractionation, Burkholderia. 
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2.2. Introdução 

A lagarta-do-cartucho (FAW), Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: 

Noctuidae), é um inseto praga nativo das regiões tropicais e subtropicais da 

América, embora tenha sido recentemente relatada em outras partes do 

mundo, como Europa, Ásia e África, tornando-se uma praga de relevância 

global (Goergen et al., 2016; Ganiger et al., 2018). Sua capacidade de voar 

longas distâncias, sua alta capacidade reprodutiva e seu alto grau de 

polifagia, alimentando-se de uma grande variedade de plantas hospedeiras, 

sendo até o momento 350 espécies hospedeiras conhecidas, favorecem sua 

adaptação a diversos territórios (Nagoshi et al., 2015; Montezano et al., 

2018). O estágio larval (3 a 4 cm de comprimento) de S. frugiperda se 

alimenta principalmente de estruturas reprodutivas, caules e folhas, sendo a 

soja (Glycine max (L.) Merrill), o milho (Zea mays L.) e o algodão (Gossypium 

hirsutum L.) as culturas mais afetadas por essa praga no Brasil. (de Freitas 

Bueno et al., 2011; Hardke et al., 2015; Montezano et al., 2018). 

Nos últimos anos, o uso de pesticidas químicos e de plantas que 

expressam proteínas da bactéria Bacillus thuriengiensis (Bt) têm sido as 

principais formas de controle de brocas (Burtet et al., 2017). No entanto, o 

uso intensivo e incorreto desses métodos de controle tem causado sérias 

contaminações ambientais, perigo para a saúde humana e animal, além de 

induzir o desenvolvimento de resistência (Van Rensburg et al., 2007; Liu et 

al., 2010; Gassmann et al., 2011; Farias et al., 2014; Glare et al., 2017). 

Atualmente, já foram registrados cerca de 200 casos de resistência a vários 

ingredientes ativos e às proteínas cry de B. tthuringiensis (Mota-Sanchez). 

Nesse contexto, surgiu a necessidade de novas alternativas para o controle 

de pragas, destacando-se o controle biológico como uma alternativa 

favorável para maior sustentabilidade da produção agrícola (Leeman et al., 

1996; Péchy-Tarr et al., 2008). Entre as diversas metodologias de controle 

biológico estão compostos extraídos de plantas que atuam como 

semioquímicos, nematoides entomopatogênicos, parasitoides e predadores 

e agentes microbianos (como bactérias, fungos e vírus) (Ruiu et al., 2015). 
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Uma fonte abundante de novas moléculas bioativas são os micróbios 

(Oh et al., 2009; Oh et al., 2011; Carr et al., 2012), sendo um exemplo claro 

os bioinseticidas bacterianos, que, devido à sua compatibilidade com 

programas de manejo integrado de pragas, rápida degradação no meio 

ambiente e baixos custos de desenvolvimento e produção (Chattopadhyay et 

al., 2017), dominam o mercado de biopesticidas (Glare et al., 2017). Entre os 

vários gêneros bacterianos, destaca-se o gênero Burkholderia, que tem se 

tornado cada vez mais importante por sua capacidade de produzir 

metabólitos secundários diversos e abundantes com funções de promoção 

do crescimento vegetal e características herbicidas, antimicrobianas e 

inseticidas (Jeong et al., 2003; Compant et al., 2008; Kunakom et al., 2019; 

Mullins et al., 2019; Ruiu, 2020; Lin et al., 2021; Alam et al., 2022). Cepas 

como B. ambifaria, B. pyrrocinia, B. vietnamiensis, B. seminalis e B. stabilis 

foram relatadas como agentes de controle biológico eficientes 

(Mahenthiralingam et al., 2008; Araújo et al., 2017; Kim et al., 2019). Um dos 

principais mecanismos da Burkholderia para combater insetos-praga é a 

produção de metabólitos secundários, conforme evidenciado por: Cordova-

Kreylos et al. (2013) ao utilizar B. rinojensis A396 em bioensaios com 

Spodoptera exigua e Tetranychus urticae atingindo mortalidade de 100% e 

93%, respectivamente. Também foi determinado que o sobrenadante livre de 

células, após ser submetido a tratamento térmico, manteve sua atividade 

inseticida, indicando que um metabólito secundário seria o responsável pela 

atividade. Morita et al. (2003) determinaram que B. plantarii produz tropolona, 

um composto orgânico com atividade inseticida contra Tyrophagus 

putrescentiae, Dermatophaguoides farina e Coptotermes formosanus. No 

entanto, há um grande número de moléculas bioativas produzidas por 

Burkholderia que ainda são desconhecidas, portanto, a caracterização e a 

purificação dessas moléculas devem ser estudadas em profundidade (Xu et 

al., 2020). 

Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi isolar/purificar e 

identificar metabólitos secundários com atividade inseticida contra a lagarta 

Spodoptera frugiperda, por meio do fracionamento bioguiado do extrato de 

Burkholderia JBC02. 
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2.3. Materiais e Métodos 

2.3.1. Isolado e condições de cultura 

O isolado bacteriano JBC02 (SISGEN ID: A16E408) foi obtido de solo 

da rizosfera de plantas encontradas na Faculdade de Ciências Agrárias e 

Veterinárias (FCAV) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), 

Jaboticabal-São Paulo. Logo, o isolado foi armazenado no Banco de Controle 

Biológico de Jaboticabal do Laboratório de Bioquímica de Microrganismos e 

de Plantas (LBMP) em freezers -80ºC. Para uso, a bactéria foi cultivada em 

meio líquido Luria-Bertani (LB) a 30°C e 150 rpm por 40 h, até atingir 

aproximadamente uma densidade óptica (DO) de 6. 

2.3.2. Obtenção do extrato seco do isolado JBC02 

Após as 40 h, o caldo de cultivo foi centrifugado (Sorvall-RC5C, 

DuPont, USA) a 16.000 g, 10°C por 20 min. e, em seguida, o sobrenadante 

foi filtrado com membrana de politetrafluoretileno (PTFE) de 0,45 µM (Merck 

Millipore®, Brasil). Logo, o sobrenadante livre de células foi submetido à 

extração líquido-líquido (ELL) com acetato de etila (EtOAc) em uma 

proporção de 1:1(v/v) em um funil de separação para obter a solução 

extrativa. Esse procedimento foi repetido três vezes. Após a ELL, a solução 

extrativa de EtOAc foi concentrada em um evaporador rotativo BÜCHI-RII 

(Flawil, Switzerland) a vácuo a 40°C, seca em uma capela de fluxo laminar e, 

em seguida, colocada em um dessecador com sílica gel para obter o extrato 

seco. Como controle negativo, para avaliar a atividade inseticida, o meio LB 

foi usado sem inoculação e foi submetido ao mesmo método mencionado 

acima. 

2.3.3. Isolamento, purificação e identificação de metabólitos 

secundários inseticidas 

O extrato seco foi submetido a fracionamento bioguiado, usando 

extração em fase sólida (EFS) e, posteriormente, cromatografía líquida de 

alta eficiência (HPLC-UV). A EFS foi desenvolvida em um cartucho StrataTM 

C18E (15 mm x 10 mm, 55 µm) (Phenomenex, California, USA) com 10 mg 

de extrato seco solubilizado em 1 mL de metanol: água 95:05 (v/v), que foi 

eluído com 4 mL de metanol: água 50:50, 4 mL de metanol: água 75:25 e 4 

mL de metanol: água 95:05, sequencialmente. As frações foram secas em 
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um concentrador Vacufuge® plus (Hamburg, Germany), solubilizadas em 

MeOH:H2O 95:05 (10 mg/mL) e filtradas em filtro de fluoreto de polivinilideno 

(PVDF) de 0,22 µM (Merck Millipore®, Brazil). Cada fração coletada foi 

submetida a bioensaios para avaliar sua bioatividade contra lagarta-do-

cartucho e analisadas por HPLC-UV segundo método abaixo. 

Para obtenção de maior volume das frações e para o isolamento dos 

compostos presentes na SPE-II 02, foi realizada uma nova EFS utilizando-se 

coluna de vidro e como fase estacionária sílica C18 Discovery® DSC-18 (2,0 

x 1,5 cm, 40-63 μm) com eluição sob pressão. A fase móvel utilizada foi 

metanol 50:50 (v/v), na qual a amostra foi solubilizada no menor volume 

possível. A amostra foi aplicada na coluna após homogeneização com FE 

(1:1, m/m). Foram obtidas três frações empregando-se os seguintes eluentes 

sob pressão negativa: 1) 25 mL metanol: água 50: 50 (v/v) (SPE-II 01); 2) 25 

mL metanol: água 75: 25 (SPE-II 02); 3) 25 mL metanol: água 95: 5 (SPE-II 

03). As frações foram secas sob fluxo de ar em capela e em dessecador com 

sílica gel sob pressão reduzida.  

Posteriormente à secagem, a SPE-II 02 foi solubilizada em metanol: 

água 60: 40 (v/v) e filtrada em membrana (0,22 μm, PVDF Millipore®). Para 

análise/separação por HPLC-UV foi utilizado um HPLC modelo UltiMate 3000 

(Thermo® Scientific, Massachusetts, USA) com as seguintes condições: 

coluna de modo reversa Thermo Scientifics® (C18, 250 x 4,6 mm, 5 μm), 

modo isocrático com metanol 61% (v/v) por 10 min, gradiente para metanol 

80% até 35 min, metanol 100% mantendo isocraticamente em 36 min por 10 

min, vazão 1,0 mL/min, detecção em 230 nm, volume de injeção 20 µL. Foram 

selecionados 8 picos da SPE-II 02 que foram isolados e submetidos a 

bioensaios para avaliar sua bioatividade contra lagarta-do-cartucho. 

A SPE-II 02 também foi submetida a análise por UPLC-ESI-MS  

utilizando o cromatógrafo Acquity UPLC Waters® acoplado a 

quadrupole/time of flight system (XEVO-QToF, Waters®), equipado com 

coluna ACQUITY UPLC  HSS T3 1.8 μm; operando em modo gradiente com 

água acidificada 0,1% ác. fórmico(A): acetonitrila acidificada 0,1% ác. fórmico  

(B), 5-100% B de 0-10min,  e mantendo isocraticamente de 10-14 min em 

100% B, vazão 0,5 mL/min, volume de injeção 0,3 μL. Os parâmetros de 



32 
 

   

operação utilizados na fonte de ionização ESI foram: voltagem do capilar: 2,5 

kV, voltagem do cone: 40.0 V, temperatura da fonte ESI (modo positivo): 120 

°C, temperatura de dessolvatação do gás: 350 °C, vazão do gás de 

dessolvatação: 50 L/h. A faixa de massas usada no modo de análise full-scan 

foi de 50 a 1500 unidades de massa (m/z). O programa MassLynx (Waters® 

Corporation) foi usado para controle do equipamento e aquisição e análise 

de dados.   
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* 

Fluxograma das análises cromatográficas 
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2.3.4. Biomonitoramento da atividade inseticida  

Larvas neonatas de S. frugiperda fornecidas pelo Laboratório de 

Ecologia Aplicada (FCAV/UNESP, Jaboticabal, Brasil) foram usadas para 

identificar as frações ativas por meio de bioensaios. Em placas de poliestireno 

de 128 poços (Cell Wells, Corning Glass Works), foi incorporado 1 ml/poço 

de dieta artificial (Greene et al., 1976). Após a solidificação da dieta, 60 µL 

(0,26 mg/mL) de cada fração foram adicionados sobre a superfície da dieta 

(2 cm2) em cada poço. Cada parcela consistia em 16 poços. Posteriormente, 

as placas foram condicionadas em uma cabina de fluxo laminar até que o 

líquido secasse e, em seguida, uma larva neonata de S. frugiperda foi 

transferida para cada poço e selada com adesivo. Imediatamente, as placas 

foram transferidas para câmaras com ar condicionado, com temperatura de 

27°C ± 2 e fotoperíodo de 14:10 h L:D. Ao longo de sete dias, o aspecto visual 

do desenvolvimento e da mortalidade das larvas foi avaliado; assim, a taxa 

de mortalidade foi calculada usando a fórmula de Abbott como mortalidade 

(%) = [(C-T) / C] × 100, em que C é o número de larvas vivas nas amostras 

de controle e T representa o número de larvas vivas nos tratamentos. As 

diferenças estatísticas entre os tratamentos (frações) foram analisadas por 

ANOVA unidirecional e teste HSD de Tukey (p < 0,05). O meio LB esterilizado 

foi usado como controle negativo. O experimento foi realizado em triplicata. 

2.3.5. Identificação molecular do isolado bacteriano JBC02 

2.3.5.1. Extração e amplificação do DNA 

Para identificar o isolado bacteriano, ele foi cultivado em um meio 

líquido LB e incubado a 30°C, 150 r.p.m., por 24 h. O DNA total foi extraído 

usando o QIAGEN Dneasy Minikit (Hilden, Alemanha) de acordo com as 

especificações do fabricante; a integridade do DNA foi determinada por 

eletroforese em gel de agarose e a quantificação usando o espectrofotômetro 

NanoDrop 1000 (Thermo® Scientific, Massachusetts, USA). Posteriormente, 

a amplificação do DNA foi realizada pela reação em cadeia da polimerase 

(PCR) com oligonucleotídeos iniciadores específicos para o gene 16S rRNA, 

fD1 (5'-CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3') e rD1 

(5'-CCCGGG ATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC - 3') (Weisburg et 

al., 1991). 
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2.3.5.2. Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA e análise 

filogenética 

O produto amplificado foi então analisado em um sequenciador 

capilar modelo ABI 3130 - Perkin Elmer utilizando o kit BigDyeTM Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing de acordo com as recomendações do fabricante. As 

sequências obtidas foram submetidas a consultas de similaridade de 

nucleotídeos no banco de dados GenBank acessado através do site do NCBI 

("National Center for Biotechnology Information"), utilizando a ferramenta 

local BLAST - "Basic Local Alignment Search Tools". Foram analisadas as 

sequências do gene 16S rRNA do isolado e sequências representativas de 

espécies de Burkholderia de acordo com a List of Prokaryotic names with 

Standing in Nomenclature - LPSN (Euzeby, J.P., 1997), disponível no banco 

de dados GenBank (Sayers et al., 2021), para isso as sequências obtidas 

foram alinhadas com mafft (https://doi.org/10.1093/bib/bbx108). 

As extremidades foram aparadas e as "lacunas" externas foram 

preenchidas com Ns. A inferência filogenética usando a abordagem de 

máxima verossimilhança foi realizada com o programa IQ-TREE (v.1.5.5) 

(Nguvent et al., 2015), definindo as opções -m TEST alrt 1000 -bb 1000000. 

A árvore de consenso foi visualizada e editada com o programa iTOL (Letunic 

et al., 2021). 
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2.4. Resultados e discussão 

2.4.1. Sequenciamento do gene 16S rRNA e análise filogenética da cepa 

JBC02 

A análise de sequência com a ferramenta BLASTn do gene 16S rRNA 

(1466 bp) da cepa JBC02 mostrou 100% de similaridade com a cepa BPM 

(CP050021.1) de Burkholderia thailandensis quando comparada ao banco de 

dados GenBank (consulte o Suplemento S1). Da mesma forma, a construção 

da árvore filogenética com 37 espécies de Burkholderia mostrou que a cepa 

JBC02 está intimamente relacionada à Burkholderia thailandensis BD10-

00323 (NR 118629.1) e à Burkholderia thailandensis E264 (NR 116051.1) 

(Figura 1). Portanto, com base na sequência parcial do gene 16S rRNA, 

infere-se que a cepa JBC02 pertence ao gênero Burkholderia e está próxima 

da espécie thailandensis; no entanto, é necessário um estudo mais 

aprofundado para determinar a espécie. A sequência de JBC02 foi 

depositada no GenBank sob o número de acesso OM735580.1. Para formar 

o grupo externo da árvore, foram utilizadas as sequências de Pandoraea 

norimbergensis (Y09879), Pandoraea apista (AF139173) e Pandoraea 

pulmonicola (AF139175). 

Burkholderia é um grupo bacteriano composto por mais de 100 

espécies, heterogêneo e, pela análise filogenética, é classificado como 

polifilético, portanto, é considerado um gênero bacteriano taxonomicamente 

controverso (Estrada-De Los Santos et al., 2013; Beukes et al., 2017Estrada-

De Los Santos et al., 2013; Beukes et al., 2017).   A identificação das espécies 

desse gênero representa um desafio, uma vez que alguns isolados de 

Burkholderia são fenotipicamente indistinguíveis, apesar de serem distintos 

em nível de DNA, indicando que o uso de ensaios fenotípicos para a 

classificação de indivíduos desse gênero não representa uma alternativa 

viável; Por outro lado, os métodos moleculares, como o uso de genes 

conservados, como a análise de 16S rRNA, e o sequenciamento de genes 

housekeeping, como lepA e recA, constituem uma ferramenta essencial para 

a identificação de organismos Burkholderia, pois permitem uma aproximação 

da identidade taxonômica do isolado bacteriano estudado. É aconselhável 

realizar o sequenciamento do genoma para aumentar a precisão da 
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identificação (Beukes et al., 2017b; Parke & Gurian-Sherman, 2003; Carrión 

et al., 2018). 

2.4.2. Obtenção do extrato seco e, análise e separação cromatográfica 

Após o cultivo do JBC02 e a centrifugação da cultura, foram obtidos 

aproximadamente 3,77 L de sobrenadante, dos quais, por meio de extração 

líquido-líquido com EtOAc, concentração em um rotoevaporador e secagem, 

foram obtidos 0,4961 g de extrato bruto, equivalente a 131,5 mg/mL. O 

extrato obtido foi submetido a SPE e diluído a uma concentração de 10 

mg/mL para realizar execuções cromatográficas exploratórias. 
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Figura 1. Árvore filogenética de máxima verossimilhança com base nas 

sequências de 16S rRNA do JBC02 e de outras cepas de Burkholderia. As cores 

verde, amarela e azul indicam os valores mínimo, médio e máximo de bootstrap, 

respectivamente. 

 

 



39 
 

   

O perfil cromatográfico do extrato seco foi obtido por TLC. Usando 

acetato de etila, metanol, acetona e ácido acético como solventes para a 

migração dos compostos, foram utilizadas nove diferentes fases moveis, 

sendo Rc-1, Rc-2 e Rc-3, as condições compostas de apenas dois solventes 

(acetato de etila e metanol), e as outras condições compostas de três a 

quatro solventes. As condições Rc-1 e Rc-2 apresentaram perfis 

semelhantes, porém as bandas, principalmente em    Rc-1, não eram tão 

definidas; também mostraram perfis semelhantes, apresentando uma banda 

principal de coloração marrom Rc-5, Rc-6 e Rc-7, a condição Rc-8 (97:02:01 

acetato de etila: metanol: ácido acético) foi a que apresentou a melhor 

resolução entre as 3 bandas principais observadas no extrato. Cabe 

ressaltar que tais bandas não foram observadas no meio de cultura (CK), 

confirmando que correspondem a metabolitos produzidos pelo isolado 

bacteriano. (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Perfil de impressão digital TLC do extrato seco de Burkholderia 

JBC02 em diferentes condições de corrida. CK representa o controle (meio 

de cultura LB) e ES representa o extrato seco. Condições cromatográficas: 

cromatoplacas de sílica gel (0,20 mm) com 7 cm de comprimento; volume de 

aplicação 20 µl; concentração do extrato 10 mg/mL; composição das fases 

móveis, Rc-1 - 95:05 acetato de etila: metanol; Rc-2 - 93:07 acetato de etila: 

metanol; Rc-3 - 98:02 acetato de etila: metanol; Rc-4 - 85:12:03 acetato de 

etila: acetona: metanol; Rc-5 - 75:24:01 acetato de etila: acetona: ácido 

acético; Rc-6 - 94:05:01 acetato de etila: metanol: ácido acético; Rc-7 - 
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92:07:01 acetato de etila: metanol: ácido acético; Rc-8 - 97:02:01 acetato de 

etila: metanol: ácido acético; Rc-9 - 84:12:03:01 acetato de etila: acetona: 

metanol: ácido acético    

Após sucessivos ajustes nas condições cromatográficas (% B e 

gradiente), a melhor resolução dos componentes do extrato foi obtida pelo 

Gradiente 18 (0 a 15 min, 5 a 70% B; 15 a 35 min, 70 a 80% B; 35 a 36 min, 

80 a 100% B; 36 a 45 min, 100% B.; 45 a 46 min, 100 a 5% B; A: água 

acidificada com 2% de ácido acético; B: metanol), que foi fracionada em sete 

tempos de coleta (Figura 3).  Em seguida, cada uma das sete frações 

coletadas foi submetida a bioensaios com larvas neonatas de S. fugiperda e, 

após sete dias de avaliação, a fração HPLC-I 05 foi responsável pela maior 

mortalidade (Tabela 2). 
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Figura 3. Perfil cromatográfico obtido do extrato seco de Burkholderia JBC02; 

(A): Cromatograma de HPLC obtido usando condições iniciais; (B): 

Fracionamento cromatográfico utilizando o Gradiente 18 (0 a 15 min, 5 a 70% B; 

15 a 35 min, 70 a 80% B; 35 a 36 min, 80 a 100% B; 36 a 45 min, 100% B; 45 a 

46 min, 100 a 5% B; A: água acidificada com 2% de ácido acético; B: metanol); 

divisão de acordo com o agrupamento de picos: HPLC-I 01 (0 - 7,5 min), HPLC-

I 02 (7,5 - 9,5 min), HPLC-I 03 (9,5 - 14 min), HPLC-I 04 (14 - 16,5 min), HPLC-I 

05 (16,5 - 24,5 min), HPLC-I 06 (24,5 - 34 min) e HPLC-I 07 (34 - 45 min).

A 

B 
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Tratamento Mortalidade  (%)
Aspecto de 

desenvolvimento

SPE-I 01 0 Normal

SPE-I 02 0 Fortemente reduzido

SPE-I 03 100 Morto

SPE-I 04 0 Normal

 

Com base nos resultados obtidos no bioensaio em que as frações 

HPLC-I 01-07 foram usadas, o extrato seco foi submetido a SPE (SPE-I), 

utilizando eluentes que permitam a concentração dos componentes do 

extrato correspondentes a fração ativa HPLC-I 05. Assim, foram obtidas 

quatro frações (SPE-I 01: MeOH:H2O 5:95; SPE-I 02: MeOH:H2O 50:50; 

SPE-I 03: MeOH:H2O 95:5; SPE-I 04: MeOH:H2O 100:0) que, após serem 

submetidas à análise cromatográfica usando o Gradiente 18, determinou-se 

que a fração SPE-I 03 apresentava um perfil muito próximo ao da fração 

HPLC-I 05 (Figura 5) e era responsável pela alta mortalidade (Tabela 

1;Figura 4).  

A partir dos resultados acima, foi realizada uma SPE (SPE-II), em que 

a eluição com metanol:água 50:50 (SPE-II 01) permitiu a remoção dos 

componentes polares inativos e a eluição com metanol:água 75:25 

concentrou os componentes ativos na fração SPE-II 02; os componentes 

inativos menos polares foram eluídos na fração SPE-II 03 (metanol:água 

95:05) ou foram retidos no cartucho da SPE (C18).  

Tabela 1 - Mortalidade e aspecto do desenvolvimento de S. frugiperda 

quando exposta às quatro frações obtidas por SPE (SPE-I) após 7 dias de 

crescimento larval. Controle LB (meio de cultura não inoculado). 
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Figura 4. Bioensaio com S. frugiperda quando exposta às frações SPE-I 01: 

MeOH:H2O 5:95; SPE-I 02: MeOH:H2O 50:50; SPE-I 03: MeOH:H2O 95:5; 

SPE-I 04: MeOH:H2O 100:0 após 7 dias de crescimento larval. 

 

A fração SPE-II 02, responsável pela atividade inseticida, foi 

submetida a um processo de otimização de gradiente cromatográfico, em 

que a melhor separação dos componentes foi obtida com o Gradiente 31 (0 

- 10 min, 61% B; 10 - 35 min, 61 - 80% B; 35 - 36 min, 80 - 100% B; 36 - 40 

min, 100% B; 40 - 41 min, 100 - 61% B; A: água acidificada com 2% de ácido 

acético; B: metanol). As análises por HPLC-PDA detectaram oito picos 

principais (HPLC-II 01-08), que foram coletados em frações (Figura 6 e 7) 

para avaliar sua atividade inseticida por bioensaio (Figura 9). 

 

 

SPE-I 01 SPE-I 02 

SPE-I 03 SPE-I 04 
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Figura 5.  Perfis cromatográficos das quatro frações obtidas do extrato seco de Burkholderia JBC02 após serem submetidas à 

separação por SPE utilizando diferentes eluentes e análise subsequente por HPLC  usando o Gradiente 18 (0 a 15 min, 5 a 70% B; 15 

a 35 min, 70 a 80% B; 35 a 36 min, 80 a 100% B; 36 a 45 min, 100% B; 45 a 46 min, 100 a 5% B; A: água acidificada com 2% de ácido 

acético; B: metanol); (A): SPE-I 01 eluída com MeOH:H2O (5:95); (B): SPE-I 02 eluída com MeOH:H2O (50:50); (C): SPE-I 03 eluída 

com MeOH:H2O (95:5); (D): SPE-I 04 eluída com MeOH:H2O (100:0).
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Figura 6.  Fracionamento do perfil cromatográfico para coleta de picos usando o Gradiente 31 (0 a 10 min, 61% B; 10 a 35 min, 

51 a 80% B; 35 a 36 min, 80 a 100% B; 36 a 40 min, 100% B; 40 a 41 min, 100 a 61% B); (A): Frações formadas de acordo com 

o agrupamento de picos: HPLC-II 01 (0 - 10,8 min), HPLC-II 02 (10,8 - 12,9 min), HPLC-II 03 (12,9 - 14,6 min), HPLC-II 04 (14,6 

- 16,5 min), HPLC-II 05 (16,5 - 18,6 min), HPLC-II 06 (18,6 - 20,3 min), HPLC-II 07 (20,3 - 22,9 min) e HPLC-II 08 (22,9 - 41 min); 

(B): Frações coletadas, usadas nos bioensaios.
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Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00

%

2

Sven_F2_POS 1: TOF MS ES+ 
TIC

6.82e6
718.4318

564.1869

182.9856

365.1360

700.4180

334.0900

139.9884

610.1840

338.3417

 

Figura 7. Cromatogramas ESI+ (TIC) da fração SPE-II 02 do extrato de 

Burkholderia JBC02.  Análise em UPLC-ESI-MS, coluna ACQUITY UPLC  HSS 

T3 1.8 μm, operando em modo gradiente com água acidificada 0,1% ác. 

fórmico(A): acetonitrila acidificada 0,1% ác. fórmico (B), 5-100% B de 0-10min,  

e mantendo isocraticamente de 10-14 min em 100% B, vazão 0,5 mL/min, 

volume de injeção 0,3 μL. 

 

O espectro de massas do pico de interesse HPLC-II 02  (Figura 8A), 

que apresentou bioatividade nos bioensaios contra lagarta-do-cartucho, e é o 

composto majoritário da fração HPLC-II 02, apresentou pico com valor de m/z de 

718,4317 no modo positivo, confirmando a fórmula molecular C43H59NO8 (erro 

menor que 5 ppm). Essa massa e fórmula moleculares sugerem que o pico 

HPLC-II 02 corresponda a substância tailandamida (Figura 8B), isolada 

previamente de espécies do gênero Burkholderia spp. (Ishida et al., 2010; Ishida; 

Lincke; Hertweck, 2012; Wozniak et al., 2018). A confirmação da identificação 

será realizada a partir de dados espectrométricos obtidos por RMN de 1H e 13C.   
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Figura 8. A: Espectro de massas ESI+ (MS2) do pico de interesse da fração 

HPLC-II 02 do extrato de Burkholderia JBC02. (tR de 6,14 min); B: Estrutura da 

tailandamida. 
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Tratamento Mortalidade (%)
Aspecto de 

desenvolvimento

HPLC-I 01 0 Normal

HPLC-I 02 0 Normal

HPLC-I 03 0 Ligeiramente reduzido

HPLC-I 04 56 Fortemente reduzido

HPLC-I 05 100 Morto

HPLC-I 06 0 Normal

HPLC-I 07 0 Normal

LB 0 Normal

2.4.3. Atividade inseticida de frações cromatográficas contra 

Spodoptera frugiperda 

Das sete frações coletadas do Gradiente 18, as frações HPLC-I 04 e 

HPLC-I 05 apresentaram uma mortalidade de 56 e 100%, respectivamente. 

Além disso, foram observadas alterações no aspecto do desenvolvimento, 

em nível de tamanho e cor, nas larvas tratadas com as frações HPLC-I 04 e 

HPLC-I 03 (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Mortalidade e aspecto do desenvolvimento de S. frugiperda 

obtidos das 7 frações coletadas na separação por HPLC e controle LB (meio 

de cultura não inoculado). 

 

 

 

 

 

 

 

 

As frações que apresentaram bioatividade contra as larvas da lagarta 

do cartucho foram HPLC-II 01, HPLC-II 02 e HPLC-II 08 após a análise de 

HPLC usando o Gradiente 31, com 100% de mortalidade em todos os casos. 

O HPLC-II 05 teve a menor mortalidade (6%), seguido pelo HPLC-II 03, 

HPLC-II 06 e HPLC-II 07 com 13% e HPLC-II 04 com 19% de mortalidade 

(Figura 9). Também inferimos que a mortalidade registrada nas frações 

HPLC-II 01 e HPLC-II 08 é o resultado da presença de outras biomoléculas 

com atividade inseticida.  
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Os gêneros bacterianos, como Bacillus spp., Pseudomonas spp. e 

Streptomyces spp. etc., são amplamente utilizados como agentes de controle 

biológico (Bonaterra et al, 2022), no entanto, nos últimos anos, o gênero 

Burkholderia tem despertado grande interesse para ser usado na proteção 

de culturas contra fitopatógenos e insetos-praga por produzir metabólitos 

secundários abundantes (Elshafie & Camele, 2021; Kunakom & Eustáquio, 

2019). Isso é demonstrado por Elshafie et al. (2012) quando determinaram 

que a Burkholderia gladioli pv. Agaricicola possui atividade antifúngica contra 

vários fungos fitopatogênicos, incluindo Fusarium oxysporum e Rhizoctonia 

solani, sendo um metabólito, classificado como um terpeno cíclico, o 

responsável por essa atividade; No mesmo contexto, o estearato de metila e 

o 2-butoxi fosfato de etanol foram identificados como os metabólitos 

difusíveis responsáveis pela atividade antifúngica contra Botrytis cinerea, 

Sclerotinia sclerotiorum, Phytophthora cactorum, Aspergillus flavus, 

Aspergillus niger, Penicillium digitatum e Penicillium expansum, produzidos 

por quatro cepas Burkholderia gladioli pv. Agaricicola (Elshafie, Racioppi, et 

al., 2017), da mesma forma, as mesmas cepas de Burkholderia foram 

empregadas para avaliar sua capacidade de controlar a doença da murcha 

do tomate causada por Verticillium dahliae, usando metabólitos secundários 

(Elshafie, Sakr, et al., 2017). 
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Figura 9.  Atividade inseticida das frações obtidas da análise de HPLC 

usando o Gradiente 31: (A) Mortalidade relatada das oito frações 

cromatográficas isoladas. As barras de erro são exibidas. Letras diferentes 

mostram significância estatística. (B) Bioensaio com S. frugiperda após 7 dias 

de desenvolvimento larval. 

A 
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Em geral, os metabólitos produzidos pelo gênero Burkholderia podem 

ser classificados em sete grupos: Peptídeos não ribossômicos, Peptídeos 

híbridos policetídeos-não ribossômicos, Derivados da via do chiquimato, 

Policetídeos, Peptídeos sintetizados ribossomalmente e modificados pós-

traducionalmente (RiPPs), Polinenos, Terpenos e um grupo classificado 

como outros compostos/desconhecidos. Essa grande diversidade de 

compostos confere a esse gênero bacteriano um alto potencial biotecnológico 

(Depoorter et al., 2016; Kunakom & Eustáquio, 2019). 

Vários estudos demonstraram a capacidade de moléculas bioativas 

produzidas por Burkholderia para o controle de fungos fitopatogênicos; no 

entanto, há poucas informações sobre o potencial desse gênero bacteriano 

para combater insetos-praga usando metabólitos secundários. Em nosso 

trabalho, isolamos/purificamos metabólitos secundários produzidos pela 

Burkholderia JBC02 presentes no sobrenadante livre de células com 

atividade inseticida, realizando bioensaios com larvas neonatas de 

Spodoptera frugiperda. Os metabólitos apresentaram controle da praga 

gerando 100% de mortalidade, demonstrando seu grande potencial como 

agente de controle biológico. 

2.5. Conclusões 

Assim, concluímos que a Burkholderia JBC02 tem um alto potencial 

para se tornar um novo agente de controle biológico devido ao seu efeito 

inseticida, bem como que o isolamento/purificação de metabólitos 

secundários de isolados bacterianos representa uma abordagem atraente 

para a bioprospecção de moléculas com atividade de biocontrole 
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2.6. Informações de suporte 

Suplemento S1 

Tabela S1 - Alinhamento do isolado JBC02 com sequências de nucleotídeos 

do banco de dados do NCBI. As cinco primeiras sequências com o mais alto 

grau de similaridade são mostradas. 

Nome científico 
Max 

Score 

Total 

Score 
Cobertura 

E-

value 

Per. 

Ident 
Acesso 

Burkholderia thailandensis              

strain BPM  
2708 2708 100% 0.0 100.00% CP050021.1 

Burkholderia thailandensis                                                              

strain FDAARGOS_242  
2708 8104 100% 0.0 100.00% CP022217.1 

Burkholderia thailandensis                                              

strain FDAARGOS_237  
2708 8117 100% 0.0 100.00% CP020390.1 

Burkholderia thailandensis             

strain MSMB59   
2708 2708 100% 0.0 100.00% CP013408.1 

Burkholderia thailandensis          

2002721643  
2708 2708 100% 0.0 100.00% CP009602.1 
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3. CAPÍTULO 3 – Atividade antagônica de substâncias difusíveis e de 

compostos orgânicos voláteis (VOCs) produzido por Burkholderia 

JBC02 contra fungos patógenos de plantas. 

 

3.1. Resumo 

Atualmente, o controle de doenças causadas por fungos 

fitopatogênicos é feito principalmente pelo uso de fungicidas sintéticos, mas 

o uso prolongado e inadequado desses produtos tem gerado efeitos 

negativos. Em resposta a essa preocupação, estratégias alternativas, como 

o uso de microrganismos antagônicos e suas moléculas bioativas, têm sido 

adotadas no manejo integrado de pragas nas últimas décadas. O objetivo 

deste estudo foi investigar o efeito antagônico in vitro da Burkholderia JBC02, 

por meio da liberação de substâncias difusíveis e compostos orgânicos 

voláteis (VOCs), em vários fungos fitopatogênicos e seu impacto na estrutura 

micelial. O isolado bacteriano produziu enzimas hidrolíticas, como proteases, 

celulases, amilases, etc., além disso, mostrou um efeito antagônico ao inibir, 

em mais de 50%, o desenvolvimento de oito fungos fitopatogênicos, tendo 

uma maior atividade antifúngica sobre Fusarium spp. (70%) e S. sclerotiorum 

(74%), o efeito de biocontrole foi corroborado pela visualização, por meio de 

SEM, de micélios distorcidos, desidratados e com superfície rugosa. O JBC02 

também foi capaz de inibir o crescimento micelial de Rhizoctonia solani, 

Fusarium oxysporum e Macrophomina phaseolina por meio da liberação de 

VOCs. Os resultados in vitro obtidos ao confrontar Burkholderia JBC02 com 

vários fungos fitopatogênicos indicam que esse isolado bacteriano possui 

dois mecanismos de ação. Por um lado, produz moléculas ativas que se 

difundem no meio de cultura e, por outro lado, libera compostos orgânicos 

voláteis (VOCs). Essas características tornam a cepa bacteriana multivalente 

e promissora para o desenvolvimento de bioinsumos específicos 
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Palavras-chave: controle biológico, antagonismo, atividade antifúngica, 

VOCs, Burkholderia. 

 

 

Abstract - Currently, the control of diseases caused by phytopathogenic fungi is 

done mainly by the use of synthetic fungicides, but the prolonged and 

inappropriate use of these products has generated negative effects. In response 

to this concern, alternative strategies, such as the use of antagonistic 

microorganisms and their bioactive molecules, have been adopted in integrated 

pest management in the last decades. The objective of this study was to 

investigate the in vitro antagonistic effect of Burkholderia JBC02, through the 

release of diffusible substances and volatile organic compounds (VOCs), on 

various phytopathogenic fungi and its impact on mycelial structure. The bacterial 

isolate produced hydrolytic enzymes, such as proteases, cellulases, amylases, 

etc., moreover, it showed an antagonistic effect by inhibiting, by more than 50%, 

the development of eight phytopathogenic fungi, having a higher antifungal 

activity on Fusarium spp. (70%) and S. sclerotiorum (74%), the biocontrol effect 

was corroborated by the visualization, by means of SEM, of distorted mycelia, 

dehydrated and with rough surface. JBC02 was also able to inhibit the mycelial 

growth of Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum and Macrophomina 

phaseolina through the release of VOCs. The in vitro results obtained by 

confronting Burkholderia JBC02 with several phytopathogenic fungi indicate that 

this bacterial isolate possesses two mechanisms of action. On the one hand, it 

produces active molecules that diffuse into the culture medium, and on the other 

hand, it releases volatile organic compounds (VOCs). These characteristics 

make the bacterial strain multivalent and promising for the development of 

specific bioinsuments 

 

Keywords: biological control, antagonism, antifungal activity, VOCs, 

Burkholderia. 
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3.2. Introdução 

Os fungos fitopatogênicos foram listados como os principais 

agentes causais de doenças de plantas, ameaçando o setor agrícola em todo 

o mundo (Dean et al., 2012; Doehlemann et al., 2017; Strange & Scott, 2005). 

Atualmente, o controle de doenças causadas por agentes fúngicos se baseia 

principalmente no uso de fungicidas sintéticos, por serem considerados uma 

medida simples e eficiente (Maluin et al., 2019). No entanto, o uso 

prolongado e inadequado de fungicidas químicos tem causado vários efeitos 

negativos, como toxicidade para plantas, animais e seres humanos, 

contaminação ambiental e o surgimento de microrganismos patogênicos 

resistentes aos ingredientes ativos dos produtos comerciais. (Ansari et al., 

2021a; Parnell et al., 2007). Essa preocupação com os efeitos secundários 

gerou, nas últimas décadas, nos agricultores/produtores, a adoção de 

nossas estratégias, como a remediação de solos contaminados, o cultivo 

misto e a rotação de culturas, bem como o uso de microrganismos 

antagônicos e suas moléculas bioativas, tornando-se um elemento 

fundamental no manejo integrado de pragas e os pilares dos negócios de 

base biológica (Baker et al., 2020; Berg et al., 2013; Wohlgemuth et al., 

2021). 

Microrganismos antagonistas, também chamados de agentes de 

controle biológico, desempenham um papel fundamental no crescimento e 

desenvolvimento das plantas, na melhoria da resistência das plantas a 

fatores bióticos e abióticos e na inibição de microrganismos fitopatogênicos 

(Baccari et al., 2019; Carrión et al., 2019; Zehra et al., 2021). Várias espécies 

de gêneros bacterianos, como Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas, 

Streptomyces, Burkholderia, etc., foram estudadas e usadas para o controle 

de diversos fungos patogênicos de plantas (Boukaew et al., 2022; Zhu et al., 

2022), por exemplo, o Bacillus cereus BcD1 suprimiu o crescimento micelial 

do Fusarium oxysporum f.sp. cubense Tropical Race 4 por meio de 

compostos antifúngicos difusíveis e voláteis (Tsai et al., 2023), também, as 

cepas BE17 e BE24 do gênero Burkholderia inibiram o crescimento de 

Botrytis cinerea, o agente causador da doença do mofo cinzento em videiras 

(Vitis vinifera L.) (Ansari et al., 2021b; Esmaeel et al., 2020). Da mesma 
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forma, o crescimento de Magnaporthe oryzae, Gibberella fujikuroi, 

Sarocladium oryzae, Phellinus noxius e Colletotrichum fructicola foi 

restringido pela liberação de compostos voláteis produzidos por Burkholderia 

gladioli BBB-01 (Lin et al., 2021). 

O gênero Burkholderia tornou-se um recurso emergente devido à 

sua capacidade de induzir a produção de hormônios vegetais, atividade de 

fixação de nitrogênio e produção de compostos bioativos antagônicos e 

enzimas hidrolíticas, como celulases, amilases, celulases etc. (Alam et al., 

2022; J. H. Chen et al., 2020; Eberl & Vandamme, 2016; Kandel et al., 2017). 

Por exemplo, Burkholderia cenocepacia ETR-B22, inibiu o crescimento e 

causou a morte celular de hifas de Botrytis cinérea (J. Chen et al., 2022) , 

um efeito semelhante foi registrado por Magalhães et al. (2017), que 

observaram que dezesseis cepas de Burkholderia produziram enzimas 

líticas, secretaram compostos difusíveis e liberaram compostos orgânicos 

voláteis, que afetaram o crescimento micelial e a germinação de esporos de 

Aspergillus niger. 

Em vista do exposto, objetivou-se estudar o efeito antagônico in 

vitro do Burkhodleria JBC02 por meio de substâncias difusíveis e compostos 

orgânicos voláteis (VOCs), e seu efeito na estrutura micelar, sobre vários 

fungos fitopatogênicos. 
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3.3. Materiais e Métodos 

3.3.1. Condições de cultura  

O isolado bacteriano JBC02, armazenado no banco “Jaboticabal 

Biological Control” do Laboratório de Bioquímica de Microrganismos e 

Plantas (UNESP /FCAV), foi cultivado em meio Luria-Bertani (LB) e incubado 

a 30°C e 150 rpm por 24 horas. Condições de cultura usadas para todas as 

análises. 

3.3.2. Atividade de enzimas hidrolíticas extracelulares  

Em placas de Petri com meio específico para cada enzima, foram 

inoculados 10 µl de cultura bacteriana em quatro pontos equidistantes, em 

seguida, as placas foram deixadas em uma incubadora de demanda 

bioquímica de oxigênio (BOD) a 25°C. Depois de 2 a 3 dias, as placas foram 

fotografadas para registrar a atividade enzimática. Os meios de cultura com 

substrato específico para cada enzima foram os seguintes (em g/L): 

3.3.2.1. Atividade de Protease 

O meio Difco™ Skim Milk (BD Life Sciences, New Jersey, USA) foi 

usado de acordó com as especificações do fabricante e autoclavado por 20 

minutos a 121°C. Após a incubação, a atividade positiva da protease foi 

identificada por um halo de lise translúcido no meio de cultura. 

3.3.2.2. Atividade de Celulase 

A metodologia descrita por Pretscher et al. (2018) foi seguida com 

algumas modificações. Em água deionizada, 10,0 g de carboximetilcelulose 

(CMC), 10,0 g de triptona, 5,0 g de extrato de levedura, 10,0 g de NaCl e 10,0 

g de ágar foram solubilizados, ajustados para pH 7,0 e autoclavados por 20 

min a 121°C. Para avaliação, a placa Petri foi tratada com uma solução de 

vermelho Congo 0,2% (p/v), até que sua superfície fosse coberta, por 10 min 

depois, descolorida com várias aplicações de NaCl 1 M. A formação de uma 

zona clara ao redor das colônias foi considerada como um resultado positivo 

da atividade enzimática. 
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3.3.2.3. Atividade de Amilase 

Foi determinada usando a metodologia estabelecida por Hossain 

et al. (2020), ao suplementar o meio de cultura com amido solúvel, no qual 

20,0 g de amido, 10,0 g de peptona, 10,0 g de extrato de levedura e 10,0 g 

de ágar foram solubilizados em água deionizada e autoclavados (20 minutos 

a 121°C). Para avaliar a atividade enzimática, uma solução de Lugol (0,3 g 

de iodo e 0,6 g de KI/L) foi vertida na placa de Petri; após 3-5 min de interação 

com a solução de Lugol, a mesma foi descartada e a placa foi deixada em 

repouso por pelo menos 30 min. A presença de um halo claro ao redor das 

colônias foi considerada como atividade de amilase positiva. 

3.3.2.4. Atividade de Esterase e Lipase 

A metodologia descrita por Ramnath et al. (2017) foi seguida, com 

algumas modificações, na qual NaCl (5,0 g), peptona (10,0 g), CaCl2-2H2O 

(0,1 g) e ágar (10,0 g) foram solubilizados com água deionizada e 10 ml (v/v) 

de Tween 20 (para esterase) e Tween 80 (para lipase) foram adicionados. A 

formação de precipitados brancos ao redor das colônias foi considerada 

como um resultado positivo para a atividade enzimática. 

3.3.3. Avaliação da atividade antagônica do isolado JBC02 

Os fungos fitopatogênicos usados nos bioensaios de atividade 

antagônica estão listados no material suplementar (suplemento S1). 

3.3.3.1. Ensaio de cultivo dual 

A atividade antagonista do JBC02 contra os fungos fitopatogênicos 

selecionados foi determinada pela técnica de cultura dual in vitro, seguindo a 

metodologia descrita por Baptista et al. (2022) com pequenas modificações. 

Discos de ágar (≈5 mm de diâmetro) de cultura fúngica (cultivados por 7 dias) 

foram colocados no centro de placas de Petri (9 cm de diâmetro) com BDA 

e, em seguida, a 2 cm do disco micelial fúngico, 10 µl da suspensão de JBC02 

foram inoculados em quatro pontos equidistantes (Figura 2A). Placas de Petri 

inoculadas apenas com fungos fitopatogênicos foram usadas como controles 

negativos. As placas foram incubadas a 25 ± 1°C por 5 a 7 dias e, em seguida, 
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a porcentagem de inibição do crescimento micelial (ICM) foi calculada usando 

a fórmula:  

ICM (%) = ((C – T) / C) * 100 

Onde C representa o crescimento radial do micélio nas placas de controle e 

T representa o crescimento radial do micélio nos tratamentos. O experimento 

foi realizado em triplicata. 

3.3.3.2. Inibição do crescimento micelial por VOCs 

Os efeitos dos compostos orgânicos voláteis no crescimento 

micelial de Fusarium oxysporum foram avaliados usando a metodologia 

descrita por Kong et al. (2022), com modificações. Em uma placa com meio 

de ágar LB, 100 ul de cultura bacteriana JBC02 foram inoculados em uma 

concentração de xxx UFC e, com uma alça de Drigalsky, foram espalhados 

por toda a superfície da placa. Da mesma forma, um disco (≈5 mm de 

diâmetro) de micélio de F. oxysporum (5 dias de idade) foi colocado no centro 

de uma placa de Petri com meio BDA e sobreposto à placa com JBC02 

(Figura A1). Ambas placas foram hermeticamente fechadas com Parafilm® 

para evitar a perda dos voláteis produzidos. As placas com BDA contendo 

disco de F. oxysporum colocadas em placas de LB não inoculadas foram 

usadas como controles. Após 6 dias de incubação a 28 ± 1°C, a taxa de 

inibição do crescimento micelial (TIC) foi calculada (Liu et al., 2020). O 

experimento foi realizado três vezes. 

TIC (%) = ((ØC – ØT) / ØC) * 100 

O diâmetro da placa de controle e de tratamento é representado por ØC e 

ØT, respectivamente. 

3.3.3.3. Ensaio de folha destacada 

Para avaliar o efeito do VOCs no desenvolvimento de Rhizoctonia 

solani, Fusarium oxysporum e Macrophomina phaseolina, foram cortadas 

folhas de soja (estágio V3) da linhagem BMX Valencia, depois esterilizadas 

com água destilada estéril e uma solução de hipoclorito de sódio a 10% 

(procedimento realizado três vezes), colocadas em papel toalha estéril em 

uma extremidade de uma placa de Petri bipartida (9 cm de diâmetro) e o 
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pecíolo coberto com algodão umedecido com água estéril. Em seguida, 

discos de ágar (≈5 mm de diâmetro) contendo micélio fúngico foram 

colocados sobre a folha e, no lado oposto da placa de Petri, 60 µl de JBC02 

foram inoculados e espalhados com uma alça de Drigalsky; por fim, as placas 

foram seladas com Parafilm® e incubadas em B.O.D. a 25 ± 1°C por 5 a 7 

dias. As placas sem inoculação bacteriana foram usadas como controle. A 

incidência da doença foi avaliada visualmente e o programa Fiji (Schindelin 

et al., 2012) foi usado para calcular a área e a porcentagem da lesão. O 

experimento foi repetido cinco vezes. 

3.3.4. Alterações ultraestruturais de fungos patogênicos de plantas 

A morfologia dos fungos usados no bioensaio de cultura dual foi 

avaliada por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV). Os micélios 

fúngicos foram colhidos das placas de controle e tratamento e, em seguida, 

fixados por 18 h com glutaraldeído a 2,5% (Solarbio, Co. Ltd.) em tampão de 

cacodilato de sódio (0,1M). Usando o mesmo tampão, as amostras foram 

pós-fixadas em tetróxido de ósmio a 1% (Koch, São Paulo, Brasil) por 6 h a 

4°C e depois desidratadas em soluções de etanol em gradiente de 30-100% 

(vol/vol). Por fim, as amostras foram secas em um (Autosamdri-815 Série A), 

em seguida, metalizadas em ouro (Denton Vacuum Desk-II) e finalmente 

visualizadas em um microscópio eletrônico de varredura Zeiss Evo MA10 

(Carl-Zeiss-Stiftung, Oberkochen, Alemanha) a uma voltagem de 10KV. 

3.3.5. Análise estatística 

Os dados foram analisados pela análise de variância (ANOVA), 

seguida pelo teste de Turkey, definindo p < 0,05 para indicar diferenças 

estatísticas. O Microsoft Excel (versão 2019) foi usado para processar os 

dados. 
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3.4. Resultados e discussão 

3.4.1. Atividade enzimática de Burkholderia JBC02 

Burkholderia JBC02, quando inoculada em meio com substrato 

específico para cada enzima, apresentou atividade positiva para todas as 

cinco enzimas (Figura 1), sendo que as placas para avaliar a atividade de 

protease, celulase e amilase apresentaram os halos claros/translúcidos mais 

perceptíveis. No caso da atividade de esterase, a formação de pequenos 

precipitados ao redor das colônias foi evidente, enquanto um leve halo ao 

redor das colônias bacterianas foi visível na placa de lipase. 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

Figura 1. Enzimas hidrolíticas produzidas pelo isolado bacteriano JBC02; 

Placas mostram a atividade de: A – Protease, B – Celulase, C – Amilase, D 

- Lipase e E – Esterase. 

 

A produção de enzimas hidrolíticas é considerada um dos 

mecanismos de controle direto dos “Biological Control Agent” (BCAs), uma 

vez que, sendo produzidas pelos próprios BCAs, essas enzimas podem 

atuar diretamente nas estruturas de insetos-praga e patógenos de plantas 
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(Carmona-Hernandez et al., 2019; W.-L. Kong et al., 2020; Legein et al., 

2020b).  Entre o diverso arsenal enzimático estão as “Cell Wall Degrading 

Enzymes” (CWDEs), incluindo proteases, celulases, amilases, glicosidases, 

esterases, quitinases etc. (Giovannoni et al., 2020), que induzem a abertura 

da parede celular e, consequentemente, desorganizam o citoplasma da 

célula-alvo (Köhl et al., 2019b). Assim, por exemplo, os agentes bacterianos 

se alimentam das paredes dos fungos, pois elas são compostas por glucanos 

(50-60%), proteínas (20-30%) e quitina (20%) (Spadaro & Droby, 2016b). No 

caso do gênero Burkholderia, estudos demonstraram a produção de 

protease, amilase, catalase, urease e fenilalanina desaminase, o que 

permite que este gênero bacteriano catalise e hidrolise a parede celular de 

fungos fitopatogênicos (Heo et al., 2022a; D. Wang et al., 2023a). Além da 

produção de enzimas líticas por BCAs, esses organismos também podem 

induzir a síntese de enzimas protetoras nas plantas, uma função catalogada 

como um mecanismo de biocontrole indireto (Legein et al., 2020b). 

3.4.2. Atividade antifúngica de amplo espectro de Burkholderia JBC02 

3.4.2.1. Antagonismos de substâncias difusíveis 

A Burkholderia JBC02 apresentou uma inibição acentuada do 

crescimento fúngico quando foi co-inoculada com Macrophomina 

phaseolina, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium verticillioides, Botrytis 

cinerea, Didymella bryoniae, Colletotrichum musae, Sclerotinia sclerotiorum 

e Fusarium oxysporum. Além disso, foi observada uma mudança na 

intensidade da cor no micélio de alguns fungos, como Macrophomina 

phaseolina, F. oxysporum e C. gloeosporioides, bem como uma mudança na 

coloração do micélio de F. verticillioides, de violeta claro (na placa de 

controle) para laranja avermelhado (no tratamento) (Figura 2B). Em relação 

ao ICM, em todos os tratamentos de cultura dupla, foi observada uma 

porcentagem de inibição do crescimento micelial acima de 50%, sendo o 

valor mais alto obtido de 74% em S. sclerotiorum, seguido de 70% para F. 

oxysporum e 57% para Macrophomina phaseolina, que obteve a menor 

porcentagem registrada. Além disso, determinou-se que o JBC02 não 

apresenta diferença estatisticamente significativa no controle do crescimento 

de Macrophomina phaseolina, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium 
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verticillioides, Botrytis cinerea, Didymella bryoniae e Colletotrichum musae, 

no entanto, se observou uma diferença quando confrontado com Sclerotinia 

sclerotiorum e Fusarium oxysporum (Figura 3).
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Figura 2.  Atividade antagônica in vitro de Burkholderia JBC02: A – Representação esquemática da placa Petri para ensaio de cultivo 

dual; B – Bioensaio da atividade antifúngica de JBC02 sobre fungos patogênicos de plantas.
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A formação da zona de inibição do crescimento micelial ao redor das 

colônias bacterianas pode ser atribuída à habilidade do JBC02 de competir 

com os fungos por recursos e nutrientes, além de sua capacidade de 

produzir compostos orgânicos voláteis, sustancias difusível, enzimas que 

degradam a parede celular e metabólitos secundários, como lipopeptídeos, 

antibióticos, sideróforos, biossurfactantes, amônia e cianeto (Bonaterra et 

al., 2022; Deng et al., 2016; Guevara-Avendaño et al., 2020; Hu & Young, 

1998b; Lim et al., 2017). Burkholderia produz uma variedade de metabólitos 

secundários, incluindo sulfazecina, cepalicina, cepafungina, occidiofungina, 

rizoxina, cepacidina A, ácido burkholderico, tailandamidas, tailandepsinas 

(Bach et al., 2022; Depoorter et al., 2016b; Elshafie & Camele, 2021), bem 

como a pirrolnitrina e o catecol, que foram relatados como compostos 

antifúngicos, da Burkholderia contaminans NZ, ao agir sobre a M. phaseolina 

(Zaman et al., 2021), e a toxoflavina ao controlar o fungo Sporisorium 

scitamineum, quando produzida pela Burkholderia gladioli CGB10 (Cui et al., 

2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

 

Figura 3. Porcentagem de inibição do crescimento micelar (ICM). Valores 

com letras iguais não diferem significativamente. As barras pretas 

representam o erro percentual. 
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Vários estudos relatam a função de biocontrole da Bukholderia spp. 

contra fungos patogênicos de plantas, por exemplo, Meng et al., (2023) 

relataram o efeito inibitório da bactéria endofítica Burkholderia vietnamiensis 

C12 contra nove fungos fitopatogênicos, incluindo Botrytis cinerea, Fusarium 

moniliforme, Fusarium moniliforme e duas formas especiais de Fusarium 

oxysporum (niveum e lycopersico); atividade semelhante observada para a 

Burkholderia gladioli KRS027, mostrando taxas de inibição acima de 50% 

contra sete dos fungos filamentosos de plantas mais comuns, como 

Verticillium dahliae, Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides e 

Fusarium oxysporum (D. Wang et al., 2023b). Essa função de amplo 

espectro, também relatada em outros trabalhos (Elshafie et al., 2012; Li et 

al., 2019; Tagele et al., 2019), é observada no presente estudo; além disso, 

a porcentagem obtida por Burkholderia JBC02 sobre M. phaseolina 707 

(57%), B. cinerea (59%), Fusarium spp. (70%) e S. sclerotiorum (74%), foi 

maior do que a relatada por Yang et al. (2020), Sarli et al. (2021) e Heo et al. 

(2022b) bem como, poucos são os trabalhos que informam o efeito 

antagônico de Brukholderia spp. contra Dydimella spp. 

3.4.2.2. Efeito de VOCs no crescimento micelar 

Um dos mecanismos relatados nos agentes de controle biológico é a 

produção de compostos voláteis (Almeida et al., 2023; Brilli et al., 2019; 

Carmona-Hernandez et al., 2019); assim, optou-se por avaliar se a 

Burkholderia JBC02 apresentava esse mecanismo, para o qual o isolado 

bacteriano foi confrontado com Fusarium oxysporum usando placas 

sobrepostas (Figura 4A), obtendo como resultado uma inibição de 33% do 

crescimento fúngico, bem como uma mudança na cor do micélio (Figura 4B). 

Esse mecanismo também foi evidenciado em quatro cepas de Burkholderia 

gladioli pv. agricola, mostrando 30-40% de inibição sobre F. oxysporum e R. 

solani (Elshafie et al., 2012), da mesma forma, Garbeva et al. (2014) 

observaram que as cepas Burkholderia sediminicola AD003, Burkholderia 

cepacia P44 e Burkholderia sp. afetaram forte/moderadamente o crescimento 

de Fusarium oxysporum, Fusarium culmorum e Fusarium solani por meio da 

liberação de compostos voláteis.  
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Figure 4. Efeito antifúngico de VOCs liberados pela Burkholderia JBC02: A – Esquematização de placas sobrepostas (“sandwich 

model”) para avaliar o efeito dos VOCs; B – Redução do crescimento micelial de Fusarium oxysporum. 
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Além, decidiu-se avaliar se os VOCs liberados por Burkholderia 

JBC02 tinham o mesmo efeito quando os fungos infestavam o tecido vegetal 

(patogenicidade ativa). Ao inocular discos de fungos fitopatogênicos em 

crescimento ativo em folhas de soja no estádio V3, o desenvolvimento e o 

progresso das doenças causadas por Rhizoctonia solani, Fusarium 

oxysporum e Macrophomina phaseolina foram inibidos com eficácia pelos 

VOCs produzidos pela Burkholderia JBC02 (Figure 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Efeito antagônico de VOCs produzidos por Burkholderia JB02 no 

desenvolvimento de sintomas de podridão radicular, podridão vermelha da 

raiz e podridão carbonácea em folhas de soja. 

 

Como mostra a Figura 6, a Burkholderia JBC02 apresentou uma 

redução expressiva no desenvolvimento de Rhizoctonia solani, Fusarium 

oxysporum e Macrophomina phaseolina, ao não apresentar sinais das 

doenças nas folhas do tratamento, situação diferente da visualizada nas 

folhas do controle, com lesões médias de 418 mm2, 370 mm2 e 589 mm2 para 

R. solani, F. oxysporum e M. phaseolina, respectivamente; além disso, a 
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aplicação do JBC02 apresentou diferença significativa no controle de cada um 

dos fungos fitopatogênicos. A área das lesões, quando convertida em valores 

percentuais, foi de 33,6% em R. solani, 28,8% em F. oxysporum e 28,9% em 

M. phaseolina, sendo que essas duas últimas porcentagens mostram alta 

similaridade, pois as folhas, apesar de estarem no mesmo estágio de 

desenvolvimento, variaram em área. 

Em Burkholderia vários compostos orgânicos voláteis têm sido 

relatados com atividade antifúngica, por exemplo, antranilato de metila, 

salicilato de metila, benzoato de metila, propionato de benzila, acetato de 

benzila, 3,5-Di-tert-butilfenol, éter alilbenzílico, benzoato de benzila, trissulfeto 

de dimetila, ácido nonanóico, 2-pentadecanona, 3-hexen-1-ol, benzoato, (Z), 

dissulfeto de dimetila, 2,5-dimetilfurano, ácido acético, hexadecanoato de 

metila, éter isobutílico, tolueno, tetracloroetileno, metilciclohexano, valerato de 

etila, D-limoneno etc. (A. Liu et al., 2020; Rodríguez-Cisneros et al., 2023; 

Tenorio-Salgado et al., 2013a); assim, presume-se que alguns dos compostos 

mencionados acima sejam responsáveis pela inibição dos patógenos fúngicos 

das plantas neste estudo; no entanto, são necessários estudos de extração 

em fase sólida (EFS) e cromatografia gasosa para determinar os VOCs 

produzidos pela Burkholderia JBC02, também é importante levar em 

consideração que a produção/liberação, os tipos e a eficácia dos VOCs 

podem ser influenciados pelo tempo de incubação ou pelo estágio de 

desenvolvimento bacteriano (Misztal et al., 2018; M. Yang et al., 2019), pela 

temperatura e umidade (Jeleń, 2002; Misztal et al., 2018) e pelo tipo e 

consistência do meio de cultura (Morita et al., 2019; Qadri et al., 2015).    
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Figura 6. Efeito fungitóxico de VOCs no teste de folha manchada: A – Áreas com necrose e sem clorofila em folhas expostas à 

Burkholderia JBC02; B – Medição de lesões nas folhas e C – Cálculo da porcentagem de lesões. Valores com letras iguais não 

diferem significativamente. As barras pretas representam o erro percentual.
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3.4.3. Análise por MEV das estruturas fúngicas 

Para visualizar as alterações dos micélios fúngicos expostos à 

Burkholderia JBC02, fragmentos do meio de cultura de placas de confronto 

duplo foram analisados por microscopia eletrônica de varredura (MEV). Nas 

placas tratadas, foram evidenciadas hifas flácidas, desidratadas, com 

superfície irregular, enrugadas e colapsadas (setas vermelhas, Figura 7). 

Presume-se que essas alterações resultem do aumento da peroxidação 

lipídica em fungos, induzindo a uma diminuição da fluidez da membrana e ao 

aumento da permeabilidade de íons, como H+ e K+, desencadeando o 

encolhimento da célula ou a perda de turgor e, portanto, a ruptura da célula      

(Kaddes et al., 2019); além disso, a alteração do conteúdo de ergosterol da 

membrana fúngica pode inibir a atividade de pectinases e celulases, enzimas 

importantes na integridade da membrana celular (Zhou et al., 2019). 

Adicionalmente, essas alterações podem influenciar a morfologia dos 

apressórios, afetando a infectividade dos fungos (Xing et al., 2018; Zhou et 

al., 2019). 

Em relação aos danos estruturais de fungos fitopatogênicos 

quando expostos a isolados bacterianos, resultados semelhantes foram 

descritos por Tenorio-Salgado et al. (2013), ao co-culturarem Fusariu 

oxysporum e Fusarium culmorum, com Burkholderia tropica cepa MTo431, 

onde foram observadas alterações morfológicas como hifas inchadas na 

forma de balões, agregações no citoplasma e protoplasma, degradação das 

paredes fúngicas e ruptura celular causando liberação de substâncias 

intracelulares; Também Magnaporthe oryzae mudou sua conformação ao 

interagir com Burkholderia gladioli BBB-01, evidenciando um micélio 

fragmentado (Lin et al., 2021). Uma situação semelhante foi relatada por 

Wang et al. (2023), que viram hifas de Botrytis cinerea com uma superfície 

áspera e enrugada em comparação com o controle quando tratadas com 

Burkholderia gladioli KRS027, e a microscopia eletrônica de transmissão 

(TEM) mostrou distorção e colapso de organelas intracelulares. 
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Figura 7. Micrografias eletrônicas de varredura (MEV) do efeito de Burkholderia JBC02 na morfologia dos fungos parogênicos de 

plantas. Linhas vermelhas indicam diferenças estruturais. 
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Além das alterações morfológicas, também foi registrada a zona de 

inibição máxima da cultura de duplo confronto (Figura 8), onde podemos 

observar a área de transição entre o crescimento de Colletotricum 

gloeosporioides, Colletotricum musae e Sclerotinia sclerotiorum e a região de 

inibição gerada pelas substâncias produzidas por Burkholderia JBC02 e 

difundidas no meio de cultura. Essa zona também foi relatada por (Wang et 

al. (2023) ao confrontar B. gladioli KRS027 com Botrytis cinerea, e por 

Baptista et al. (2022), quando avaliaram o efeito antifúngico do sobrenadante 

livre de células de Bacillus velezensis CMRP 4489 sobre Sclerotinia 

sclerotiorum, Macrophomina phaseolina e Botrytis cinerea. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Registro por microscopia eletrônica de varredura (MEV) da zona de 

inibição do crescimento micelial por substâncias difusíveis liberadas por 

Burkholderia JBC02. As setas vermelhas indicam o limite de crescimento do 

fungo. 
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As alterações ultraestruturais nos permitem corroborar a função 

antagônica da Burkholderia JBC02 quando co-inoculada com fungos 

fitopatogênicos (Figura 2), destacando seu potencial como agente de 

controle biológico. 

3.5. Conclusão 

Os resultados in vitro do confronto entre a Burkholderia JBC02 e 

diversos fungos fitopatogênicos sugerem que o isolado bacteriano apresenta 

dois mecanismos de ação, por um lado, há a produção de moléculas ativas 

difundidas no meio e, por outro, a liberação de compostos orgânicos voláteis 

(VOCs), classificando o isolado bacteriano como multivalente e tornando-se 

um recurso promissor para o desenvolvimento específico de bioinsumos 

baseados nessa cepa. 
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