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POTENCIAL DE ISOLADOS DO GENERO BURKHOLDERIA SP. PARA O
CONTROLE DA Diatraea saccharalis (FABRICIUS, 1794), Spodoptera
frugiperda (JE SMITH, 1797) E DE FUNGOS FITOPATOGENICOS

RESUMO - O presente trabalho teve como finalidade a prospecc¢éo por
outras fontes de controle que possam minimizar o ataque de pragas e
fitopatdgenos causadores de doencas nas plantas. Sendo assim, obtidos um
total de 26 isolados bacterianos a partir de amostras, vegetal, solo de area de rio
e solo de area de floresta. Avaliados quanto a sua atividade inseticida frente as
lagartas neonatas de Diatraea saccharalis e Spodoptera frugiperda. Os 26
isolados também foram testados quanto a atividade fungicida aos fitopatégenos
Didymella sp. Colletotrichum sp. e Fusarium sp. Apds os testes foram
selecionados dois isolados, sendo o primeiro, “isolado 06", que apods
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA foi possivel identifica-lo como sendo
do género Burkholderia, se aproximando da espécie Burkholderia thailandensis,
este apresentou atividade inseticida, foi notado que as lagartas tratadas com
esse isolado apresentaram reducdo no seu peso e/ou crescimento quando
comparadas as do controle, mas esta atividade n&o foi vista nas lagartas que
foram tratadas com sobrenadante aquecido do isolado. O isolado que
apresentou atividade aos fungos fitopatogénicos, “isolado 26”, que apds
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA foi possivel identifica-lo como sendo
também do género Burkholderia, apresentou halo de inibicdo ao crescimento dos
fungos Didymella sp. Colletotrichum sp. e Fusarium sp., mas nao foi observada
esta atividade nas placas que estavam com aliquotas do sobrenadante aquecido
do isolado. Portanto, notado que em ambos experimentos, na avaliagao térmica,
a atividade bioinseticida e biofungicida ndo se mantiveram o que sugerimos
preliminarmente tratar-se de um composto sensivel ao calor podendo ser uma

proteina produzida pelos isolados.

Palavras-chave: Bioinseticida, biofungicida, extratos celulares e composto ativo.



POTENTIAL OF ISOLATES OF THE GENDER BURKHOLDERIA SP. FOR
THE CONTROL OF Diatraea saccharalis (FABRICIUS, 1794), Spodoptera
frugiperda (JE SMITH, 1797) AND PHYTOPATOGENIC FUNGI

ABSTRACT - The purpose of this work was to search for other sources of
control that can minimize the attack of pests and phytopathogens that cause
diseases in plants. Therefore, Spodoptera frugiperda caterpillars were used as
“baits” in the soil, obtaining a total of 26 bacterial isolates and these were
evaluated for their insecticidal activity against the neonatal caterpillars of Diatraea
saccharalis and Spodoptera frugiperda. The 26 isolates were also tested for
fungicidal activity against the phytopathogens Didymella sp. Colletotrichum sp.
and Fusarium sp. After the tests, two isolates were selected, the first being
"isolate 06", which after partial sequencing of the 16S rRNA gene it was possible
to identify it as belonging to the genus Burkholderia, approaching the species
Burkholderia thailandensis, this showed insecticidal activity, it was noticed that
the caterpillars treated with this isolate had a reduction in their weight and/or
growth when compared to the control, but this activity was not seen in the
caterpillars that were treated with the warmed supernatant of the isolate. The
isolate that showed activity to the phytopathogenic fungi, “isolate 26”, which after
partial sequencing of the 16S rRNA gene it was possible to identify it as being
also of the Burkholderia genus, showed a halo of inhibition to the growth of the
Didymella sp. Colletotrichum sp. and Fusarium sp., but this activity was not
observed in the plates that had aliquots of the warmed supernatant of the isolate.
Therefore, in both experiments, it was seen that in the thermal evaluation, the
bioinsecticide and biofungicide activity were not maintained, which we suggest
preliminarily, that it is a heat-sensitive compound, which may be a protein
produced by the isolates.

Keywords: Bioinsecticide, biofungicide, cellular extracts and active
compound



1. INTRODUCAO

O Brasil tem lugar de destaque na producdo agricola mundial,
principalmente, com as culturas de cana-de-agucar (Saccharum officinarum
(Alves et al, 2021)), soja (Glycine max L. (Neves e Da Silva, 2021)) e milho (Zea
mays L. (Silva, 2020)), o que as torna de grande importancia para economia do
pais. Porém, a producdo agricola defronta-se com uma série de problemas
fitossanitarios, que inclui a incidéncia de pragas e doencas (Sharma, Kooner e
Arora, 2017). O ataque de pragas e doencas esta entre os principais fatores que
comprometem o rendimento e a qualidade da producdo destas culturas. Uma
das formas mais usadas para controlar esse problema é baseado em defensivos
quimicos. Entretanto, o uso continuo juntamente com um manejo inadequado
traz desvantagens ao meio ambiente, seguranca do homem e favorece a
evolucdo de resisténcia nos insetos e patégenos causadores de doencas nas
plantas. Para contornar essa situagcdo muitos produtores fazem uso de
inseticidas, porém casos de resisténcia ja foram documentados, o0 que encarece
mais o custo de producao (Sparks et al., 2020), a esta constante preocupacao €
fundamental investigar outras alternativas de controle. Na agricultura moderna
0s pesquisadores tém focado em fontes microbianas como fontes de novos
compostos, logo a triagem pode levar a descoberta de uma variedade de
moléculas ou compostos ativos promissores para 0 uso na biotecnologia (Van
moll et al., 2021). A prospecc¢ao por novas moléculas e ou compostos proteicos
€ uma importante ferramenta para reduzir o aparecimento de resisténcia nos
insetos e fungos fitopatogénicos. Assim, objetivou-se no presente trabalho a
obtencdo de isolados bacterianos que tenha efeito bioinseticida aos insetos
Spodoptera frugiperda e Diatraea saccharalis e efeito biofungicida aos

fitopatdgenos Colletotrichum sp, Didymella sp e Fusarium sp.



1.1. REVISAO DE LITERATURA

1.1.1. Spodoptera frugiperda

Perdas econbmicas decorrentes de pragas agricolas tem impacto no
rendimento da producédo agricola brasileira (Horikoshi et al., 2022). Entre as
principais pragas a lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda (J.E. Smith,
1797)) (Lepidoptera: Noctuidae) € considerada uma espécie de praga
devastadora por causar grandes danos nas lavouras de milho e soja (Gebreziher,
2020; Huang, 2021). E um inseto polifago, considerado praga, principalmente na
sua fase jovem, onde seu habito alimentar é voraz nas folhas e brotos das
plantas hospedeiras 0 que leva prejuizos econémicos aos produtores, possui
também caracteristica migratoria e adaptativa, presente em diversas culturas,
podendo atuar em varios estagios da planta, sua alimentacdo chega a se
apresentar nas lavouras de forma destrutiva, causa perdas significativas,
principalmente nas culturas do milho, soja, sorgo e arroz (Jamil, Saiful Zaimi et
al., 2021; Suganthi et al., 2022). Diante desse cenéario de perdas produtivas
cresce o0 uso indevido e massivo de agrotdxico e a isto surge efeitos indesejaveis
tanto para o meio ambiente como também para a saude humana, contribuindo

na evolucao de resisténcia do inseto (Paredes-sanchez et al., 2021).

1.1.2. Diatraea saccharalis

A broca-da-cana, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794)) (Lepidoptera:
Crambidae) é uma das principais pragas que afeta o cultivo da cana-de-acucar
(Duarte et al., 2007). Causador de efeitos indesejaveis a esta cultura, efeitos que
guando de forma direta cria aberturas no colmo da planta, e na forma indireta as
aberturas sao fontes de acesso para entrada de fitopatégenos que por sua vez
também tem sua parcela de culpa, reduz a qualidade e rendimento da producao.
Geralmente este inseto praga é controlado por agroquimicos e parasitoides (Reis
et al., 2022). Além desses, um outro método de controle explorado no cultivo da
cana é a tecnologia Bt, que faz uso de genes de Bacillus thuringiensis que

expressa toxinas inseticidas. O controle deste inseto é crescente das ultimas



décadas, porém também vem sendo relatado o desenvolvimento de resisténcias
e adaptacao aos inseticidas, e tecnologia Bt (Jurat-fuentes., 2021), tornando -se

necessario a busca por novas estratégias que controle.

1.1.3. Fungos fitopatogénicos

Os fitopatdgenos por sua vez, assim como os insetos praga também séo
responsaveis por causarem prejuizos nas lavouras agricolas, neste cenario
destacamos os fungos fitopatogénicos Fusarium sp, Colletotrichum sp.e
Didymella sp . O Fusarium sp. tem seu destaque nas perdas agricolas,
apresenta uma ampla diversidade de plantas hospedeiras, com sintomas de
podriddo na raiz e murcha vascular (Ploetz, 2006; Yuan et al., 2020). O
Colletotrichum sp., ja foi associado a antracnose na cultura da soja, com
aparecimento de manchas escuras, levando a um mal desenvolvimento das
vagens (Boufleur et al., 2021). Outro fungo de importancia econémica € o
Didymella sp., patdgeno que afeta a familia das cucurbitaceas, principalmente
meldo, pepino e melancia, e responsavel pela gomosa do caule com formacao

de cancros nos diferentes 6rgaos aéreos das plantas. (Hassan et al., 2018).

1.1.4. Métodos de controle

Os métodos de controle sdo abordagens que tem por finalidade minimizar
as acodes das pragas e fitopatdgenos nas lavouras. Nos Ultimos anos o0 método
amplamente explorado no controle de insetos considerados pragas agricolas €
0 uso da tecnologia Bt, considerado um método bem eficiente, onde é utilizada
a bactéria, Bacillus thuringiensis (Bt) que tem capacidade de sintetizar toxinas
(Daquila et al., 2021). Essas toxinas sao usadas nas culturas transgénicas e
estas passam a controlar pragas.

O método de controle frequentemente utilizado por muitos produtores
para controlar pragas e fitopatdgenos tem sido a utilizacdo de agroquimicos.
Estes a pesar de ajudarem manter alta producédo agricola, apresentam algumas
desvantagens quando manejados de forma prolongada e massiva (Mantzoukas
e Eliopoulos, 2020). Entre as desvantagens esta o risco de contaminacao por

seus residuos ao meio ambiente, causando desequilibrio nos ecossistemas e



trazendo riscos a saude humana. Também favorece a evolucédo da resisténcia
de insetos praga o que compromete o controle efetivo dessas pragas (Foerster
in: Parra 2002; LI, Xiaodan et al., 2019). Ja foi relatado que o controle de insetos
lepidopteros com uso de produtos quimicos e toxinas bacterianas impés a
pressdo de selecdo que de forma rapida favoreceu evolucéo da resisténcia dos

insetos aos inseticidas convencionais (Tay et al., 2015).

Além dos métodos de controle ja mencionados, um outro método que vem
crescendo é o uso do controle biolégico, que consiste no uso de inimigos naturais
como os patégenos que fazem o controle da populacdo dos insetos praga
(Martins, 2016), tem essa finalidade de manter as pragas abaixo dos niveis de
dano econdmico e com caracteristicas bem vantajosas quando comparado ao
método que faz uso dos agroquimicos, pois sS40 menos agressivos ao meio
ambiente (Viera-arroyo et al., 2020). Porém, mesmo diante dessas alternativas

ainda é presente a evolugdo da resisténcia dos insetos o que dificulta as

estratégias de manejo.

1.1.5. Controle biol6gico

No controle biolégico muitos trabalhos vém relatando o potencial de
bactérias e uso de suas moléculas como agentes de controle, entre essas as
mais destacadas sdo do género Bacillus e Pseudomonas sp. O microrganismo
Bacillus thuringiensis (Bt) produz proteinas que tem atividade inseticida. As
plantas transgénicas carregam o gene responsavel pela sintese das proteinas
do Bt é uma alternativa muito usada em plantas de importancia econdémica,
principalmente as que sofrem danos pelos lepiddpteros, porém tem surgido
populacdes resistentes (Machado, 2020). Espécies do género Burkholderia ja
foram relatadas em outros trabalhos como atuantes em processos de
biorremediacao, biodegradacédo, promotoras de crescimento, e como agente de
controle biolégico (Mano, Emy Tiyo, 2011). Assim, o controle biolégico € uma
alternativa ao uso de agroquimicos para 0 manejo dessas pragas e a prospecc¢ao
por outros organismos e novas moléculas e ou compostos proteicos sao
fundamentais para controle biol6gico, pois os isolados que tem potencial podem

ser empregados para o controle dos insetos praga.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local dos experimentos

Os experimentos foram desenvolvidos no laboratério de Bioquimica de
Microrganismos e Plantas no Departamento de Biotecnologia Agropecudria e
Ambiental da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — FCAV.

2.2. Coletado solo

As coletas de solo foram feitas em duas areas no interior do estado do
Amazonas, mais precisamente na area de floresta, entre as coordenadas
7°35'07” S e 63°02’55” W e a outra na margem esquerda de rio Madeira, entre
as coordenadas 7°30°59” S e 63°0'59” W, coletadas na profundidade dos
primeiros 0-5 cm do solo, amostras simples, estas armazenadas em sacos

plasticos.

2.3. Infeccgéo das lagartas

O isolamento foi realizado com base na infeccdo da S. frugiperda
(posturas obtidas do Laboratério de Ecologia Aplicada — FCAV/UNESP,
Jaboticabal, SP) foram criadas em dieta artificial desenvolvida por Greene;
Leppla e Dickerson (1976) até atingir o 4 instar. Para a infeccdo as lagartas de
S. frugiperda, foram colocadas em placas de Petri com as amostras de solo,
sendo 2 lagartas por placa. As placas foram monitoradas por 8 dias, no decorrer
desse periodo foram selecionadas as que estavam mortas e que apresentavam
coloracdo escura e de aspecto amolecido, estas foram submetidas ao processo
de isolamento bacteriano. No terceiro e quarto dia de observagdo foram
coletadas 2 lagartas mortas e de aspecto enegrecido do solo de rio. Para o solo
de floresta foram coletadas, no sétimo dia, uma lagarta morta e uma pupa

enegrecida, respectivamente.



2.4. Obtencéo dos isolados

As lagartas coletadas passaram por assepsia superficial por meio de
varias lavagens com hipoclorito de sédio 1% por 3 min, alcool 70% por 1 min,
seguida de imersdes com agua estéril, apds esse processo, foram maceradas
em microtubos com solucgdo salina a 0,85% de NaCl estéril. Este homogeneizado
foi entdo usado para isolamento bacteriano, que foi realizado por meio de
sucessivas diluicbes 1:10 em NacCl 0,85% e plagueamento de 100 pL em placas
de petri contendo meio Luria Bertani (LB) solido e mantidas em B.O.D (Bio-
Oxygen Demand) 30°C até aparecimento das colbnias. Essas col6nias foram
coletadas individualmente de acordo com seus aspectos morfolégicos, em
seguida crescidas em meio LB liquido e plaqueadas para confirmar sua pureza,
as colbnias puras, foram novamente cultivadas em meio LB liquido, transferidas
para microcubos contendo glicerol na proporgéo de 20% e armazenadas em ultra
freezer -80°C. Um total de 6 isolados foram obtidos a partir de extrato das
lagartas que estavam em contato com solo de rio, 10 isolados das lagartas que
estavam em contato com solo de floresta e 10 isolados foram obtidos de amostra
vegetal da cultura do amendoim, esta cedida pelo pesquisador Fernando

Belezini.

2.5. Triagem da atividade inseticida

Para esta avaliagdo do efeito inseticida, os isolados foram crescidos em
meio LB no shaker a 30°C a 150 rpm por 48h. Em placas de poliestireno de 128
pocos (Cell Wells, Corning Glass Works) foi adicionado aproximadamente 1 mL
de dieta por poco. Para esse teste foi utilizado dieta artificial desenvolvida por
Greene; Leppla e Dickerson (1976) para lagartas S. frugiperda e dieta artificial
de Hensley & Hammond (1968) recomendada por Macedo (2000) para D.
saccharalis. Posteriormente 60 pL do cultivo bacteriano foi aplicado na superficie
da dieta de cada poco da placa, que possui area de 2 cm?. As bandejas foram
acondicionadas em capela de fluxo laminar por 40 minutos para secagem e em
seguida uma lagarta neonata de D. saccharalis (posturas cedidas por uma Usina
na regido de Praddpolis-SP) foi colocada em cada poco da placa e seladas com

adesivo assim, também foi feito para as lagartas S. frugiperda. Cada parcela foi



representada por 16 pocos, as bandejas foram acondicionadas a 27 °C, com
fotoperiodo de 14 horas de luz e 10 horas de escuro. Decorridos sete dias foram
verificadas quanto ao desenvolvimento e mortalidade das lagartas. Para
validacdo do ensaio foi utilizada como testemunha o meio LB estéril (controle

negativo), mantido sob as mesmas condicfes dos isolados testados.

2.6. Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA

A identificacdo dos isolados que apresentaram atividade foi realizada por
meio sequenciamento parcial do gene 16S rRNA, afim de se identificar o género
e obter aproximacdo de espécie. Para isso, foi feito a extracdo do DNA total
seguindo o protocolo do kit da giagen Dnaeasy mini kit, analise de qualidade dos
DNAs por eletroforese em gel de agarose e quantificacdo por nanodrop
(NanoDrop 1000 Spectrophotometer — Thermo Scientific). Posteriormente, foi
feita amplificagcdo do DNA pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com
oligonucleotideos iniciadores especificos para o gene 16S rRNA, fD1 (5’-CCG
AAT TCG TCG ACA ACAGAG TTT GAT CCT GGC TCAG - 3) e rD1 (5-CCC
GGG ATC CAAGCT TAAGGA GGT GAT CCA GCC - 3) (Weisburg et al., 1991),
os produtos amplificados foram entdo sequenciados utilizando o kit BigDye™
Terminator v3.1 Cycle Sequencing no sequenciador modelo 3130xl — Genetic
Analyzer. As sequéncias obtidas foram submetidas a consulta de similaridade de
nucleotideos no banco de dados GenBank acessado através do “site” do NCBI
(“National Center for Biotecnology Information”), por meio da ferramenta BLAST

local - “Basic Local Alignment Search Tools”.

2.7. Curva de crescimento

O pré-indculo bacteriano foi inoculado em frasco Erlenmeyer de 125 mL
contendo 100pl do isolado e 50 mL de meio LB liquido e incubado a 30 °C e 150
rpm por 24 horas no shaker. Apés o periodo de incubagdo do pré-indculo,
aliquotas foram transferidas para frasco Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL
de meio LB até atingir a DO (Densidade Optica) de 0,03, este foi considerado o
ponto zero da curva. E com intervalos de 8 horas foram coletadas aliquotas de

1 mL do meio crescido e realizado o procedimento da mensuragcdo de



absorbéancia a 600 nm. A determinacdo da UFC/mL foi efetuada por meio de
diluicbes seriadas, dessas diluicdes foram retiradas 100pl e feito plaqueadas em

meio LB sdlido, com posterior contagem das colbnias formadas.

2.8. Analise filogenética do gene 16S rRNA

As sequéncias dos genes 16S do rRNA dos isolados e sequéncias
representativas de espécies de Burkholderia de acordo com List of Prokaryotic
names with Standing in Nomenclature — LPSN (Euzeby, J.P., 1997) estdo
disponiveis no banco de dados do GenBank (Savers et al, 2021). As sequéncias
obtidas no sequenciamento foram alinhadas globalmente com T-COFFEE
(v.12.00.7fb08c2) (Notredame et al, 2000) usando o0 modo mcoffee (Wallace et
al, 2006). As extremidades foram aparadas e o0s gaps externos foram
preenchidos com Ns. A inferéncia filogenética usando a abordagem maxima
verossimilhanca foi realizada com o programa IQ-TREE (v.1.5.5) (Nguvent et al.,
2015), configurando as opc¢des -m TEST -alrt 1000 -bb 1000000. A arvore foi

visualizada e editada com programa iTOL (Letunic et al, 2021).

2.9. Triagem da atividade fungicida

Foi feito um teste inicial com todos os isolados adquiridos no isolamento
bacteriano. Para avaliacdo da atividade fungicida, foram usados 3 tipos de
fungos, um do género Fusarium, um do género Colletotrichum e um outro do
género Didymella. Esses fitopatdgenos foram cultivados em placas de petri
contendo meio BDA (Batata — Dextrose — Agar) sélido. Para o teste de bioensaio
fungico foram utilizadas placas de petri contendo meio BDA sdélido, um disco do
fungo de 5mm foi centralizado na placa e 10ul do cultivo dos isolados coletados
estes com o tempo de cultivo de 48 h, foram colocados nas extremidades da
placa. O tratamento controle, foi a placa contendo apenas fungo centralizado. O
momento de avaliacdo do halo de inibicdo, foi estabelecido pelo tempo
necessario para que o micélio do patégeno, sem a presenca do isolado
bacteriano, crescesse sobre toda a superficie da placa. As placas foram
incubadas em B.O.D. a 27 °C, 12 horas de fotoperiodo, a atividade fungicida foi

confirmada por meio de aparecimento de halo de inibicdo. O isolado 26 foi



selecionado e este seguiu para mais bioensaios testando os diferentes extratos
do isolado. O extrato 1 foi chamado de “controle” este tinha apenas o meio LB
estéril, considerado como controle negativo; No extrato 2 isolado crescido em
meio LB; 3. Sobrenadante aquecido a 80°C por 30 minutos em banho-maria para
a inativacao das células viaveis; 4. Sobrenadante filtrado em membrana de 0,22
um afim de reter células e virus; 5. O “pellet” obtido a partir de células lisadas
oriundas de centrifugacg&o da cultura bacteriana, com ruptura celular por meio de
sonicacao e ressuspensao foi levado ao volume original com meio LB. Apos a
obtencdo desses extratos foi realizado os bioensaios com os fungos a fim de

determinar em qual extrato estaria a atividade.

2.10. Forma de analise dos dados

A selecdo inicial de isolados foi realizada com duas repeticoes, a
quantificacdo da atividade inseticida dos isolados selecionados com duas (cada
repeticdo constituida de 16 lagartas) e a curva de crescimento com quatro
repeticdes. A determinacao da DO e UFC do cultivo bacteriano foram realizadas
em triplicata. Os experimentos foram montados em delineamento inteiramente
casualizado e os resultados analisados pelo teste F e as médias comparadas

pelo teste de Scott-knott a 5% de significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Triagem da atividade inseticida

Inicialmente os 26 isolados foram testados por meio de bioensaios (Fig.
1), nesse primeiro teste o parametro avaliado foi a mortalidade, mas a alta taxa
de sobrevivéncia foi observada em todos os tratamentos. Porém a parcela que
estava sendo tratada com isolado 6 foi observado uma redugéo no tamanho das

lagartas quando comparada com as parcelas dos outros isolados testados.



Figura 1. (a) Montagem do bioensaio com utilizacao dos extratos dos isolados e
uso de dieta artificial; (b) figura que ilustra a sobrevivéncia das lagartas pos 7
dias do bioensaio, nao foi apresentado taxa de mortalidade nas lagartas.
Apesar de ndo haver mortalidade (Fig. 1. (b)), foi observado nos
tratamentos que quase todos os isolados se assemelharam ao controle negativo,
foi visto que dos 26 isolados trabalhados nos bioensaios apenas um, isolado 06,
teve um efeito no desenvolvimento das lagartas tratadas com esse isolado, estas
se apresentaram com um tamanho reduzido quando comparada ao controle.

Sendo assim, foi escolhido o isolado 06 para prosseguir com mais avaliacoes.
3.2. Bioensaio da atividade inseticida

ApoGs a sele¢cdo do isolado no bioensaio inicial, foi feito um segundo
bioensaio (Fig. 2). Nesse ensaio foi realizada a pesagem de cada tratamento
para verificar o quanto esse isolado estava inibindo o crescimento das lagartas

guando comparado ao seu respectivo controle.
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Figura 2. Valores da média do peso em miligramas das lagartas A. D.
saccharalise B. S. frugiperda, apds o periodo de avaliacdo do bioensaio com
0 uso de dieta artificial e dos extratos: controle (LB); isolado (Iso.06) e o

sobrenadante aquecido.

Como demonstrado na Fig. 2, o isolado identificado como B. thailandensis
foi capaz de reduzir peso das lagartas de D. saccharalis e de S. frugiperda. O
potencial de espécies do género Burkholderia como agente no controle biolégico
ja foram relatados. Martins, M. R. et al, (2016) relatou em seus resultados que o
extrato bacteriano de Burkholderia sp. e Pseudomonas aeruginosa com o qual
trabalhavam apresentou mortalidade de larvas de percevejo, porém os niveis de
mortalidade ndo foram altos (>53%), sendo assim, os efeitos foram subletais,
afetando o desenvolvimento das larvas de percevejo. Nos nossos resultados néo
foi observado mortalidade, mas sim um subdesenvolvimento nas lagartas que
estavam sendo tratadas com o isolado 06. Recentemente em sua tese de
doutorado Farinacio (2020) relatou em seus resultados que um isolado
bacteriano pertencente ao género Burkholderia causou 100% de mortalidade em
lagartas de S. frugiperda. Além disso, em seu estudo, revelou-se que a toxina
responsavel pela atividade era secretada para o meio de cultivo e que a atividade
permanecia mesmo em temperaturas elevadas, com isso, ndo era necessaria a
presenca de células bacterianas vidveis para que que ocorresse a atividade
inseticida. Entretanto, nos nossos resultados ndo houve mortalidade das lagartas
e que lagartas que foram tratadas com o sobrenadante do isolado aquecido se
assemelharam aos resultados do controle negativo e visto também que néo foi

observado efeito nas lagartas, o que nos levar a inferir que para que ocorra o
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efeito inseticida nas lagartas ha a necessidade de adicao de células bacterianas
vidveis e visto também a perda da atividade em presenca de temperatura
elevada sugerimos que o componente ativo do isolado 26 é de natureza proteica.

3.3. Curva de crescimento

Observando as primeiras horas de crescimento bacteriano (Figura 2), na
fase de laténcia, onde a bactéria esta se adaptando ao meio de cultivo, foi de
forma breve o crescimento celular. Notamos que a UFC/mL atingiu 7,27x10°
UFC/mL com 56 horas de cultivo. Além disso, foram acompanhados pela
turvacdo do meio de cultivo ao longo do tempo, e a fase exponencial constante,
foi sendo registrada pela medicéo da absorbancia. A essa turvacao constante na
leitura da Densidade Optica (DOsoo) pode ser atribuida a substancias e
compostos produzidos no decorrer do tempo do cultivo e por células mortas que
vao se acumulando ao meio. Devido a fase de crescimento exponencial ser a
gue apresenta maior atividade metabdlica da célula, a construcdo da curva de
crescimento foi para otimizar o recurso bacteriano em sua maior producao para

um maior efeito.
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Figura 3. Curva de crescimento pela Unidade Formadoras de Coldnias por
mililitro do isolado (UFC/mL) foi feita em triplicata. a) Curva de crescimento do
isolado 6; b) Acompanhamento por meio de leitura da Densidade Optica (DOsoo)

da DOsoo ao longo de tempo de 72 horas de cultivo.
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3.4. Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA

O isolado que apresentou atividade contra as lagartas foi selecionado
para prosseguir ao sequenciamento. As sequéncias obtidas, a partir do
sequenciamento parcial do gene 16S do isolado 06 foram submetidas a
ferramenta BlastN para identificacéo da similaridade com outras hospedadas no
banco de dados do GenBank, sendo assim, possivel chegar ao género
Burkholderia, apresentando similaridade com a espécie B. thailandensis. (Figura
4). As sequéncias do gene 16S rRNA foram submetidas ao GenBank e

receberam o nimero de acesso OP810447.

selectall 100 sequences selected GenBank  Graphics  Distance tree of resufts — MSA Viewer
. o Max Tolal Quey E | Per
Deseription Scientiic Name Sare S Coer value | I AccLen Accession
¥

Burkholderia thailandensis sirain FDAARGOS_238 chiromosome 2, complete sequence Burkholderia thaiandensis 7334 99% 00 | 10000% |2940645 CPO203911
Burkholderia thailandensis sirein FDAARGOS_238 chromosome 1, complete sequence Burkholderia thailandensis 34 802 99% 00 |100.00% 3827809 CPO20392 1
Burkholderia thailandensis sirain 2002721121 chromosome 2, complefe sequence  Burkholderia thailzndensis 7334 9% 00 |10000% J2940149 CROT34101
Burkholderia thailandensis sirain 2002721121 chromosome 1, complefe sequence  Burkholderia thailandensis 34802 9% 00 100.00% 3827782 CPO13409.1

Figura 4. Figura tirada do site do GenBank (blast.ncbi.nlm.nih.gov), mostrando
similaridade da sequéncia do gene 16S rRNA do isolado 06 (acesso: OP810447),
com as que ja estavam registradas no banco GenBank.

holderia thailandensis sdo bactéria gram-negativas, anaerdbicas
facultativas, organismo modelo, por ser menos patogénica € muito usada em
laboratorio para substituir a B. pseudomallei, podendo ser encontrada em
ambientes comuns de solos (Egbo, et al 2021; Janesomboon, et al 2021). Muitas
espécies do género Burkholderia tem caracteristicas benéficas como atuantes
na fixacdo biologica de nitrogénio das plantas, e serem promissoras no
biocontrole de muitos fitopatbgenos como fonte de novos antibidticos e

metabolitos secundarios (Elshafie & Camele, 2021).
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3.5. Triagem da atividade fungicida

No teste inicial foi observado que dos 26 isolados testados, apenas um,
isolado 26, apresentou efeito sobre o crescimento dos fungos Fusarium sp.,
Colletotrichum sp., e Didymella sp. O isolado 26 foi selecionado para um
segundo bioensaio para melhor visualizacdo na placa de que houve halo de
inibicdo aos fungos testados (Figura 5).

=

Figura 5. Figuras que ilustram os bioensaios, triagem dos isolados e as posi¢des

dos fungos nas placas de Petri. Nas Fig. (d, e, f) foi observado halo de inibi¢cdo
no crescimento dos fungos Colletotrichum sp., Didymella sp. e (c) Fusarium sp.
na presenca do isolado 26.

3.6. Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA

O isolado que demonstrou atividade fungicida, foi selecionado para
prosseguir ao sequenciamento. As sequéncias obtidas a partir do
sequenciamento parcial do gene 16S foram submetidas a ferramenta BlastN
para identificagdo da similaridade com outras hospedadas no banco de dados
do NCBI, sendo assim foi possivel identificar o isolado como pertencendo ao
género Burkholderia sp. (Figura 6). As sequéncias do gene 16S rRNA foram
submetidas ao GenBank e receberam o niumero de acesso OP810448.
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selectall 100 sequences selected GenBank  Graphics Distance tree of resuifs ~ MSA Viewer

Max Total Quey E  Par

Destripton Scientic Name s S vt v | Acc.Len Accassion

L J
Burkholderia sp. 2352 165 ribosomal RNA gene, parial sequence Burknolderiasp... 2647 2647 100% 00 9979% 1560 JX1742291
Burkholderia cenocepacia sirain VC 12802 chromosome 1 complet: sequence Burkholderia ce... 2641 13148 9%% 00 99.86% 6339662 CPO1967(0.1
Burkfolderia sp. strain ASDP? 165 ribosomal RNA gene, parial sequence Bukholderiasp. 2641 2641 9% 00 9986% 1533 OM3240311
Burkholderia contaminns strain XL73 chromosame 3, complefe sequence Burknolderia co.. 2636 10539 9% 00 997%% Jp4345 CPO466(S. |

Figura 6. Figura tirada do site do NCBI - GenBank, mostrando similaridade da
sequéncia do gene 16S rRNA do isolado 26 (acesso: OP810448), com as

sequéncias do banco de dados 16S rRNA.

3.7. Curva de crescimento

O isolado atingiu 3,95x10° UFC/mL também com 6 horas de cultivo, além
disso, foram acompanhados pela turvacdo do meio de cultivo ao longo do tempo.
Devido a fase de crescimento exponencial ser a que apresenta maior atividade
metabdlica da célula, a construcdo da curva de crescimento foi para otimizar o

recurso bacteriano em sua maior producédo para um maior efeito.
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Figura 7. Curva de crescimento pela Unidade Formadoras de Coldnias por
mililitro do isolado (UFC/mL) e a leitura da Densidade Optica (DOsoo). a) Curva
de crescimento do isolado 26; b) Acompanhamento da DOesoo a0 longo de tempo

de 72 horas de cultivo.

3.8. Bioensaio da atividade fungicida

Como verificado na triagem o isolado 26 mostrou atividade, na forma de
inibicdo do crescimento fangico quando comparado com outros isolados
testados. Sendo assim, foi escolhido para prosseguir com os testes. Na (Fig. 8)
€ apresentado os resultados da avaliacdo dos extratos celulares do isolado

selecionado.
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Figura 8. Bioensaios para verificacdo de atividade fungicida nos diferentes

extratos do isolado 26. Nas Fig.8.1. Foram avaliados o fungo Didymella sp. (a.
controle LB; b. isolado 26; c. aquecido; d. filtrado; e. pellet.). Nas Fig.8.2.
Avaliados o Fusarium sp. (a. controle LB; b. isolado 26; c. aquecido; d. filtrado;
e. pellet.). Nas Fig.8.3. O Colletotrichum sp. (a. controle LB; b. isolado 26; c.
aquecido; d. filtrado; e. pellet.)
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Nesta avaliacdo observa-se que o meio completo aquecido por 30 min a
80°C em banho-maria ndo apresentou atividade. Ja& nas placas contendo o
extrato “pellet” observa-se que houve inibicdo do crescimento dos fungos,
provavelmente devido a presenca de células vivas do isolado no "pellet’. O
isolado se aproximou a espécie B. contaminans. Segundo Lu et al. (2009) expos
em seu trabalho que o microrganismo isolado do solo com o qual trabalhavam,
Burkholderia contaminans MS14, produzia um composto, um antifangico que
atuava inibindo o crescimento de patdégenos. O que nos nossos resultados com
a B. contaminans se assemelha quanto a atividade de inibicdo do crescimento
dos fungos aqui testados. Um trabalho semelhante a este foi o de Bourscheidt et
al. (2021), onde identificaram isolados bacterianos que apresentaram atividade
antagobnica a fungos do género Fusarium spp., nos seus resultados o maior
namero de bactérias antagdnicas ao Fusarium encontrados nas amostras que
pertenciam ao género Burkholderia, seguida por Bacillus e outros, sendo essas
capazes de controlar o Fusarium spp. Ja em nosso trabalho a bactéria B.
contaminans apresentou efeito inibitdrio no crescimento de trés fungos Didymella
sp., Fusarium sp. e Colletotrichum sp. Entretanto, nos nossos resultados foi visto
gue que as placas que estavam com sobrenadante aquecido se assemelharam
ao controle negativo no bioensaio fangico, desta forma nado foi observado
aparecimento de halo nas placas que tinham aliquotas de sobrenadante
aguecido do cultivos bacteriano mostrando que o efeito nos fungos aqui
estudados provavelmente deve-se a um composto sensivel ao calor. Sugerimos
que o componente ativo do isolado 26 também trata-se de um componente de

natureza proteica.
3.9. Analise filogenética do gene 16S rRNA
A construcdo da arvore (Fig. 9) foi para fazer inferéncia taxonémica. Os

resultados indicaram que os isolados 06 e 26 estdo mais filogeneticamente

relacionados com as espécies do género Burkholderia.
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Burkholderia rubiacearum 19750521 (AY277696)
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Burkholderia oklahomensis LMG 23618 (HQ849092)
Burkholderia singularis LMG 28154 (LK023501)
Burkholderia pseudomalle ATCC 23343 (DQ108392)
Burkholderia mallei ATCC 23344 (AF110188)
Burkholderia humptydooensis MSMB43 (EF 114404)
Burkholderia thailandensis E264 (NR_116051.1)
Isoladlo 6

Burkholderia metallica R-16017 (AM747632)
Burkholderia lata 383 (CP000150)

Burkholderia paludis MSh1 (KT159931)
Burkholderia contaminans LMG 23361 (JX986975)
Isolado 26

Burkholderia arboris R-24201 (AM747630)
Burkholderia anthina LMG 20980 (HQ849074)
Burkholderia puraquae CAMPA 1040 (KX278717)
Burkholderia ambifaria strain AMMD (AF043302)
Burkholderia diffusa R-15930 (AM747629)
Burkholderia stagnalis LMG 28156 (LK023502)
Burkholderia pyrrocinia CIP 105874 (EU024182)
Burkholderia stabilis CIP 106845 (ELI024183)
Burkholderia seminalis R-24196 (AM747631)
Burkholderia territorii LMG 28158 (LK023503)
Burkholderia cepacia ATCC 25416 (MN420667)
Burkholderia cenocepacia LMG 16656 (AF148556)
Burkholderia vietnamiensis CIP 105875 (EU024180)
Burkholderia ubonensis CIP 107078 (EL024179)
Burkholderia latens R-5630 (AM747628)
Burkholderia dolosa LMG 18943 (HQ849079)
Burkholderia multivorans CIP 105495 (EU024178)
Burkholderia pseudomultivorans LMG 26883 (HE962386)
Burkholderia rinojensis A396 (KF650996)
Burkholderia guangdongensis DHOMO2 (KP938220)
Burkholderia glaclioli CIP 105410 (EU024168)
Burkholderia glumae CIP 106418 (EU024181)
Burkholderia plantarii CIP 105769 (EU024176)
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Figura 9. Arvore filogenética do gene 16S rRNA: Mostrando a relacdo
filogenética entre trinta e oito isolados do género Burkholderia depositados no

banco de dados NCBI com um grupo externo do género Pandoraea.

Apbs analise filogenética utilizando o sequenciamento do gene 16S rRNA,
e a consulta de similaridade com outras espécies depositadas no banco de
dados GenBank nos possibilitou, observar que as sequéncias dos isolados
estudados possuem maior similaridade com espécies do género Burkholderia.
Na Fig. 9 os resultados sugerem uma relacéo filogenética do Isolado 26 ser mais
proximo filogeneticamente as espécies Burkholderia arboris e Burkholderia

antina.

4. CONCLUSAO

Portanto, os isolados bacterianos 06 e 26 ambos do género Burkholderia
revelaram ter atividade de biocontrole as lagartas de Diatraea saccharalis e
Spodoptera frugiperda e atividade contra os fitopatégenos Colletotrichum sp,
Didymella sp e Fusarium sp. Além disso, as atividades de biocontrole avaliadas
mostraram-se ausentes na presenca de temperatura elevada (80°C), o que nos
leva a sugerir gue o componente ativo desses isolados sdo de natureza proteica.
Sendo assim, os isolados tém potencial para serem mais explorados em estudos

na area do controle biolégico.
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