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RESUMO

DEUS, MARIANA FEITOSA DE. UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE
FLUMINENSE DARCY RIBEIRO. MAIO DE 2007. PURIFICACAO E
CARACTERIZACAO PARCIAL DE PROTEINAS  ANTIMICROBIANAS
SECRETADAS POR Burkholderia cepacia. ORIENTADOR: DR. RICHARD IAN
SAMUELS.

Um isolado de Burkholderia cepacia, identificado pelas seqiéncias de gene do
rRNA 16S e 23S, obtido de uma colbénia da formiga cortadeira Atfta sexdens
rubropilosa secretou proteinas com atividade antibidtica contra uma variedade de
microrganismos. Este estudo investigou a importancia dessa bactéria como
possivel fonte de antibi6ticos para o controle de doencas de animais e de plantas
e realizou a andlise filogenética da sequiéncia recA do isolado 2b de B. cepacia. As
sequéncias com maior similaridade ao isolado 2b foram AF456110 e AF456120
(B. cepacia — genomovar |) representados aqui pelos seus nimeros de acesso no
banco de dados do NCBI. Testes de desafio em placas de Petri mostraram que B.

cepacia inibiu 0s seguintes patdgenos de plantas: Fusarium sp., Aspergillus niger,
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Rizophus sp. e Pestalotia sp., mas nao inibiu Ceratocystis sp.. Filtrados de
culturas (FC) de B. cepacia foram obtidas através do crescimento em Caldo
Nutriente (Oxoid) acrescido de glicerol (2 %) com agitacao (180 rpm) por 24-120h.
A cultura de bactéria foi centrifugada a 13000 rpm por 15 minutos e o
sobrenadante foi esterilizado com filtro Millipore (0,22 um). FC foi testado contra
microrganismos de importancia veterinaria usando a técnica de densitometria de
suspensdo de células (510 nm) e ensaio de inibicdo de unidade formadora de
colénias (CFUs) em meio de crescimento seletivo. As culturas filtradas inibiram a
divisdo celular in vitro de Prototeca zopfii (algae) e Candida albicans (levedura). O
perfil das proteinas secretadas obtidas por SDS-PAGE e a alta atividade inibitéria
foram vistos na cultura filtrada de 96 e 120 h de incubagéo, coincidindo com o
aparecimento de proteinas de aproximadamente 45-30 kDa. Através do ensaio de
incubacédo de cortes do gel que continham as proteinas, foi possivel verificar que a
atividade inibitéria contra P. Zzopfii estava associada a proteinas de
aproximadamente 30 kDa.
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ABSTRACT

DEUS, MARIANA FEITOSA DE. UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE
FLUMINENSE DARCY RIBEIRO. MAY 2007. PURIFICATION AND PARTIAL
CHARACTERIZATION OF ANTIMICROBIAL PROTEINS SECRETED BY
Burkhoderia cepacia. ADVISER: DR. RICHARD IAN SAMUELS.

An isolate of Burkholderia cepacia, identified by 16S and 23S rRNA gene
sequences, originally obtained from colonies of the leaf-cutting ant Atta sexdens
rubropilosa, was found to secrete proteins with antibiotic activity against a wide
range of microorganisms. The role of this bacterium in the context of leaf-cutting
ant colony protection has been previously studied and currently we are
investigating its importance as a possible source of antibiotics for the control of
animal diseases and plant pathogens and accomplished the phylogenetic analysis
of the recA sequence of isolate 2b. The sequences with the strongest similarity to
isolate 2b were AF456110 and AF456120 (B. cepacia — genomovar 1) listed here
by their accession numbers at NCBI. Agar plate challenge tests showed that B.
cepacia inhibited the following plant pathogens: Fusarium sp., Aspergillus niger,
Rizophus sp. and Pestalotia sp., but did not inhibit Ceratocystis sp.. Culture filtrates

(CF) of B. cepacia were obtained following growth in Nutrient broth (Oxoid) with
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glycerol (2%), mainteined at 180 rpm for 24 -120h. The bacterial culture was
centrifuged at 13000 g for 15 minutes and the supernatant was sterilized with a
Millipore filter (0.22 um). CF was tested against target microorganisms using a cell
suspension densitometry (510 nm) technique and colony forming unit (CFUSs)
inhibition assays in selective growth media. CF inhibited both CFUs and cell
division in vitro of Prototheca zopfii (algae) and Candida abicans (yeasts). The
profile of secreted proteins was obtained by SDS-PAGE and the highest inhibitory
activity was seen in culture filtrate at 96h and 120h of incubation, coinciding with
the appearance of proteins of approximately 45-30 kDa. Gel slices showed that the
inhibitory activity against P. zopfii was associated to proteins of approximately 30
kDa.



1) INTRODUGCAO

O termo antibiético foi definido, segundo Waksman em 1947, como uma
substancia produzida por microrganismos (bactérias, fungos, actinomicetos)
prejudicial ao desenvolvimento de outros microrganismos em altas diluicoes.
Atualmente o termo inclui também os antibioticos sintéticos como as sulfonamidas
e as quinolonas.

O primeiro relato na literatura sobre a sintese de um antibiético foi feito por
Alexander Fleming em 1929, que extraiu a penicilina a partir do extrato do fungo
Penicillium notatum, originando a mais variada e utilizada classe de antibi6ticos:
0s b-lactdmicos. A descoberta de Fleming impulsionou a pesquisa de novos
antibiéticos e atualmente esta disponivel comercialmente uma grande variedade
de antibidticos produzidos por varios tipos de microrganismos, como a
estreptomicina, neomicina e vancomicina, extraidas de diferentes espécies de
Streptomyces (Waksman, 1947).

Muitos autores relatam que o uso indiscriminado de antibidticos pode levar

ao aparecimento de microrganismos resistentes aos agentes antimicrobianos



existentes, com isso é de extrema importancia a pesquisa de novos agentes
antimicrobianos (Anderson et al., 2003).

Entre os microrganismos capazes de produzir antibiético esta a bactéria
Burkholderia cepacia, pertencente a familia Pseudomonadaceae, que produz
antibiéticos contra diversos fungos e bactérias tais como: pyrrolnitrino (EI-Banna e
Winkelmann, 1998), cepacina A e cepacina B (Parker et al., 1984), xilocandina
(Meyers et al., 1987), cepacidina A (Lee et al., 1994), entre outros.

B. cepacia € uma bactéria Gram-negativa, caracterizada por uma grande
versatilidade nutricional e por um complexo genoma. Devido a existéncia de
linhagens fenotipicamente iguais, mas genotipicamente diferentes, as linhagens de
B. cepacia séo classificadas em genomovares distintos, que compéem o complexo
de B. cepacia. Essas estdo presentes naturalmente no solo, na agua, em
associacao comensal com plantas (particularmente nas raizes) e também tém sido
isoladas de pacientes com fibrose cistica, representando um importante patégeno
oportunista (Parke e Gurian-Sherman, 2001).

Outra caracteristica importante de B. cepacia € que possui uma capacidade
metabdlica de degradar compostos halogenados como ftricloroetileno, que é uma
substancia tdxica e cancerigena presente no solo e aguas poluidas. O
metabolismo de B. cepacia, juntamente com compostos aromaticos como fenol e
tolueno, permite degradar substancias prejudiciais ao meio ambiente (Landa et al.,
1994; Schmidberger et al., 2005).

Devido a sua capacidade de produzir antibi6ticos contra fungos que atacam
plantas, alguns autores estudam o uso de linhagens de B. cepacia presentes
naturalmente no solo, para o controle biolégico de patégenos. Contudo devem ser
feitos testes que comprovem a segurancga das linhagens obtidas do solo, como
testes bioquimicos, de patogenicidade, toxicidade e com marcadores genéticos
(Parke e Gurian-Sherman, 2001).

Um recente estudo isolou a bactéeria Burkholderia sp. do jardim do fungo
simbionte da formiga cortadeira Atta sexdens rubropilosa (Santos et al., 2004).
Essa formiga cultiva o fungo mutualista Leucoagaricus gongylophorus, que tem a

fungdo de disponibilizar alimentos para as formigas; em troca elas suprem os



fungos com folhas cortadas que servem de substrato para o seu crescimento
(Currie, 2001). Burkholderia sp. poderia estar atuando como um terceiro mutualista
na relacao entre formigas e fungos, com um possivel papel de protegdo contra
contaminantes, ja que produz varios compostos com acao antifungica (Santos et
al., 2004).

B. cepacia foi isolada de jardins de fungos em 56 % dos ninhos de Atta
sexdens rubropilosa e inibiu fortemente o0 crescimento dos fungos
entomopatogénicos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, o parasita
especialista Escovopsis weberi e o sapréfita Verticillium lecanii, mas néo inibiu o
crescimento do mutualista L. gongylophorus. Segundo Santos et al. (2004), essa
bactéria produtora de antibiético foi encontrada também no solo adjacente aos
jardins de fungos, sugerindo que as formigas adquirem esta bactéria de forma
seletiva proveniente do ambiente.

Portanto, neste trabalho foram investigadas a producdo de compostos
antibiéticos produzidos por B. cepacia, bem como a acao destes sobre fungos

fitopatogénicos e de importancia veterinaria.



2) REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1) - A associacao entre formigas e microrganismos

As formigas que cultivam fungos pertencem a tribo Attine (Formicidae) e
estdo presentes estritamente no Novo Mundo e em grande parte da regido
Neotropical, compreendendo um grupo monofilético de cerca de 210 espécies
descritas, todas dependentes do cultivo de fungo como fonte alimentar (Weber,
1972). As formigas em geral tém a caracteristica de viver em col6nias, com diviséo
de tarefas e trabalhos entre si.

Formigas cortadeiras - quenquéns (Acromyrmex) e sauvas (Atta) possuem
grande importancia econdémica, pois causam inumeros prejuizos em lavouras.
Plantagbes de eucalipto, cana-de-acucar, café, milho, entre outras, sofrem
freqiientemente sérios danos devido ao ataque de formigas cortadeiras (Cherrett,
1986).

Essas formigas cultivam o seu préprio alimento, o fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus (familia Lepiotaceae), cortando grandes

quantidades de material vegetal para suprir o fungo que fornece nutrientes as



formigas, representando a unica fonte de alimento para as larvas e a rainha como
pode-se observar na figura 1 (Currie, 2001). Nessa associacao entre formigas e
fungos existe um terceiro mutualista que é uma bactéria filamentosa (actinomiceto)
do género Streptomyces. Essa bactéria protege os jardins de fungos das formigas
contra parasitas especializados, pois produz antibioticos. Streptomyces sp. esta
presente nas pernas e regiao ventral do corpo dos insetos. As formigas, ao se
locomoverem pelo jardim de fungos, espalham os compostos antibiéticos,
suprimindo o crescimento do fungo especializado do género Escovopsis, que
parasita os jardins de fungos (Currie et al., 1999, 2003).

Um estudo avaliou a infec¢cdo por Escovopsis nos jardins de fungos das
colénias de Atta octospinosus e demonstrou que as colbnias que tiveram a
bactéria do género Streptomyces removida, a infec¢do foi mais severa, com uma
significativa redugdo da massa dos jardins de fungo, quando comparada com 0s
jardins onde a bactéria ainda estava presente. Assim, este terceiro mutualista
beneficia os jardins de fungo, pois produz antibidticos especificos contra
Escovopsis, impedindo seu desenvolvimento normal. Isso mostra que a simbiose
existente entre fungos e formigas envolve outros microrganismos, tornando essa
interagcdo mais complexa e elaborada do que até entdo se pensava (Currie et al.,
2003).

Poulsen et al. (2003) avaliaram o custo e 0 modo de transmissdo de
Streptomyces sp. na colénia da formiga cortadeira A. octospinosus e observou que
a taxa de respiracao da formiga aumentou de 10 a 20 % quando a bactéria estava
presente na cuticula. Isso ocorre devido a respiracao direta da bactéria e ao
possivel excesso de respiracao pelas formigas. As formigas tendem também a
consumir mais o seu fungo mutualista quando a bactéria esta presente. Ja a
transmissao desta bactéria parece acontecer das operarias mais velhas para as
mais novas, podendo ocorrer também através dos jardins de fungos (Poulsen et
al., 2003).
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Figura 1: Representacdo esquematica da simbiose entre a formiga, seu
fungo mutualista, o parasita do jardim de fungo e o actinomiceto que produz
antibiético (Currie, 2001).

2.2) Taxonomia e caracteristicas do complexo B. cepacia

A bactéria B. cepacia pertence a familia Pseudomonadaceae e sua primeira
descricao na literatura foi feita em 1950 por Walter Burkholder, que isolou o
causador da podridao em cebola.

As caracteristicas mais importantes de B. cepacia sao: bastonete Gram-
negativo, aerdbia, possui requerimentos nutricionais simples e grande
versatilidade metabdlica, temperatura 6tima de crescimento de 37 °C, mas podem
crescer a 42 °C, resistentes a altas concentracdes de sais, corantes, anti-sépticos
fracos, e a maioria dos antibidéticos comumente utilizados, catalase e oxidase

(geralmente) positiva, possui pigmentos fluorescentes: piocianina e fluoresceina.



Essa bactéria possui uma complexa taxonomia, sendo classificada em nove
genomovares - espécies fenotipicamente iguais mas genotipicamente diferentes
(Parke e Gurian-Sherman, 2001):

- B. cepacia (genomovar )

- B. multivorans (genomovar Il)

- B. cepacia (genomovar lll)

- B. stabilis (genomovar V)

- B. vietnamiensis (genomovar V)
- B. cepacia (genomovar VI)

- B. ambifaria (genomovar VII)

- B. anthina ( genomovar VIlII)

- B. pyrrocinia (genomovar IX)

2.3) B. cepacia, Pseudomonas spp. e controle biolégico

O controle biolégico tem emergido como a principal alternativa ao uso de
inseticidas. Alguns autores relatam o uso de Pseudomonas sp. como agentes no
controle biolégico de patogénos na fase de pods-colheita de frutos, como por
exemplo banana (Musa acuminata) que sao sujeitos a antracnose - doenca
causada pelo fungo Colletotrichum dematium que ataca na fase de pds-colheita.
Um estudo utilizou B. cepacia isolada da prépria fruta e esta bactéria foi efetiva
contra C. dematium controlando a antracnose (Costa e Erabadupitiya, 2005). Esta
bactéria também foi efetiva contra Monilinia fructicola quando aplicada em frutos
de nectarina e péssego (Smilanick et al., 1993).

A bactéria Pseudomonas syringae também apresenta potencial para ser
utilizada em controle biol6gico como relatam alguns estudos que mostram sua
eficacia contra o fungo Penicillium sp. que ataca macas (Errampalli e Brubacher,
2006) e péras (Janisiewicz, 2005).



Burkholderia sp. também tém sido comumente isolada de raizes de plantas
em associacao comensal. Como exemplo, pode-se citar que B. cepacia foi isolada
de raizes de tomates saudaveis e exibiu antagonismo contra bactérias e fungos
patogéncios a plantas (Sfalanga et al.,, 1999). Em outro estudo B. cenocepacia,
que estava naturalmente presente em associagdo com raizes de milho, inibiu in
vitro o crescimento de Fusarium verticillioides, um fungo fitopatogéncio (Bevivino
et al., 2005). Essa bactéria também promoveu o crescimento de culturas de milho
quando as sementes foram tratadas com a bactéria (Bevivino et al., 1998). B.
cepacia também promoveu o crescimento de feijdo comum (Phaseolus vulgares)
através da mobilizacdo de fdésforo, inibicAo do crescimento dos fungos
fitopatogénicos Fusarium oxysporum e Fusarium solani e pelo aumento da
nodulacdo que pode levar a um aumento na fixacdo de nitrogénio (Peix et al.,
2001). Em outro estudo B. cepacia e B. ambifaria foram testadas contra os
patdgenos Rhizoctonia solani, Pythium ultimum e Meloidogyne incognita que
atacam pepino e causam severos danos a culturas destas hortalicas. As bactérias
isoladas de raizes de pepino foram usadas no tratamento das suas sementes e
observou-se que a combinagao das duas espécies foi mais efetiva na inibicao do
crescimento dos patdgenos se comparado ao tratamento com o uso de uma
espécie isoladamente (Roberts et al., 2005).

2.4) Producao de compostos antibiéticos por bactérias

2.4.1) Pseudomonas sp.

Atualmente existem inumeros compostos com atividade antibidtica
produzidos por bactérias descritos na literatura, entre elas estdo as bactérias dos
seguintes géneros: Acinetobacter, Agrobacterium, Azotobacter, Bacillus,
Pseudomonas, Rhizobium, Serratia e Streptomyces (Raaijmakers et al., 2002). O
crescente interesse por bactérias produtoras de antibidticos envolve a utilizagao
como agente no biocontrole e a descoberta de novos compostos mais eficazes

que os existentes no mercado.



Entre as bactérias pertencentes ao género Pseudomonas com capacidade
de produzir antibidticos destacam-se: P. antimicrobica, P. fluorescens e P.
aureofaciens (Raaijmakers et al., 2002).

Pseudomonas sp. proximamente relacionada a B. cepacia, produz as
cepafunginas I, Il e Ill, que sdo denominados como acilpeptideos neutros, soluveis
em solugdes alcoodlicas e em dimetil sulféxido. Possuem atividade inibitéria contra
fungos e leveduras como Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Microsporum
canis, Trichophyton rubrum entre outros; entretanto ndo possuem atividade contra
bactérias. Outra caracteristica apresentada pelo complexo das cepafunginas é a
atividade antitumoral em camundongos com leucemia (Shoji et al., 1989).

Walker et al. (2001) relataram que a bactéria P. antimicrobica produz
metabdlitos antifungicos que inibe a germinacdo de conidios de Botrytis cinerea,
um patdégeno que pode infectar uma grande variedade de plantas hospedeiras e
extremamente dificil de controlar devido a sua complexa epidemiologia, esses
metabdlitos, portanto, podem ser eficientes no controle biolégico (Walker et al.,
2001).

Outra bactéria que se destacou quanto a producao de antibiéticos foi a P.
fluorescens, que produz um composto lipopetideo ciclico denominado
viscosinamide, que inibiu os fungos fitopatogénicos Pythium ultimum e Rizoctonia

solani tanto in vitro, quanto in vivo (Nielsen et al., 1999).

2.4.2) Burkholderia cepacia

A primeira descricdo de atividade antibiética em B. cepacia foi feita por
Parker et al. (1984), onde se verificou que a Cepacina A apresentou boa atividade
contra Staphylococcus sp., mas foi pouco eficiente contra Streptococcus sp. e a
maioria dos organismos Gram-negativos. Ja a Cepacina B apresentou excelente
atividade contra Staphylococcus e alguns organismos Gram-negativos (Parker et
al., 1984).
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Alguns anos depois Meyers et al. (1987) relatou que B. cepacia também
produzia outro antibiético denominado xilocandina, que era um complexo de
peptideos eficazes contra fungos, mas com pouca acao contra bactérias .

Um outro composto com atividade antifungica foi isolado de B. cepacia e
denominado Cepacidina A. Este antibiético foi classificado como um glicopeptideo
formado pela mistura de dois outros componentes: Cepacidina A e Cepacidina A,.
Estes exibiram atividade contra fungos fitopatogénicos in vitro como Fusarium
oxysporum, Rhizopus stolonifer, entre outros, mas também nao apresentaram
atividade contra bactérias (Lee et al., 1994).

El-Banna e Winkelmann (1997) isolaram um composto de B. cepacia que
apresentou atividade antibiética contra fungos filamentosos, leveduras e bactérias
Gram-positivas. Esse composto foi denominado como Pirrolnitrina e possui efeito
inibitério do sistema transportador de elétrons em mitocéndrias isoladas de
Neurospora crassa. A Pirrolnitrina bloqueia a transferéncia de elétrons entre uma
desidrogenase e um citocromo na cadeia respiratoria. As bactérias Gram-positivas
Streptomyces foram inibidas por esse composto.

2.5) Microrganismos de importéancia veterinaria

2.5.1) Candida albicans

C. albicans pertence ao reino dos fungos, ao filo Ascomycota e a familia
Saccharomycetaceae. Frequentemente afeta humanos, causando micoses
oportunistas, colonizando a pele e membranas mucosas. Também esta associada
a enfermidades em animais causando candidiase em caes e gatos (Ben-Ziony e
Arzi, 2000) e mastite em bovinos (Moretti et al., 1998; Krukowski et al., 2001). Este
microrganismo é encontrado livre no ambiente, em folhas, flores, agua e no solo.
Freqlentemente é isolado no ambiente hospitalar causando infec¢cdes em
humanos e recém-nascidos (Pfaller et al., 1998).
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2.5.2) Prototheca zopfii

Prototheca spp. sao algas unicelulares, sem clorofila, de distribui¢cdo
universal, responsaveis por diversas infeccoes em animais e no homem. Podem
ser encontradas no solo, plantas, fezes de bovinos e estdo associadas a mastite
aguda e crénica em animais. P. zopfii ja foi isolada de fémeas de bovinos como
agente da mastite (Ribeiro et al, 1998).

Como a Prototheca sp. possui resisténcia “in vitro” a varios agentes
antimicrobianos, € importante que novas alternativas para o tratamento de mastite
causada por esse microrganismo, sejam testadas (Langoni et al., 1994).



12

3) OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi isolar proteinas com atividade antibidtica
extraidas de B. cepacia isoladas proveniente do jardim do fungo simbionte da
formiga cortadeira Afta sexdens rubropilosa, bem como testar a acao destas
proteinas sobre fungos entomopatogénicos, fitopatogénicos e dos microrganismos
de importancia veterinaria: Prototheca zopfii (algae) e Candida albicans (levedura).
Apesar de existirem outros trabalhos sobre antibioticos produzidos por B. cepacia
descritos na literatura, como peptideos, por exemplo, até 0 momento ndo existem

relatos sobre proteinas com agéo antibiotica isoladas dessa bactéria.
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4) MATERIAL E METODOS

4.1) Manutencéo e cultivo dos microrganismos
4.1.1) Burkholderia cepacia (isolado 2b)

Um isolado de B. cepacia (2b), identificado pelas sequéncias de genes do
rRNA 16S e 23S, obtido de uma colbénia de Atta sexdens rubropilosa, foi mantido a
- 80 °C em caldo nutriente (Oxoid) contendo glicerol (2,0%). A bactéria foi
cultivada conforme descrito por Santos (2003), com algumas adaptacgdes.

B. cepacia foi inoculada em placas de Petri contendo meio Agar nutriente
(Oxoid) e mantida em camara BOD a 26 °C por 48h. Apds o crescimento foi
repicada em meio de cultivo liquido (Caldo Nutriente) e mantida por 24h em
camara BOD a 26 °C. Transferiu-se uma aliquota de 2 mL para frascos de
Nalgene (Nalge Company, USA) contendo 100 mL de meio Caldo Nutriente com
glicerol (2%). Os frascos foram mantidos em um agitador orbital a 180 rpm, a
28 °C, por um periodo de 24 a 120 horas. Os frascos foram retirados em intervalos
de 24h de cultivo (24, 48, 72, 96 e 120h) e armazenados em freezer para
realizacao de testes posteriores. O crescimento da bactéria apds cada tempo de
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cultivo foi quantificado através da absorbancia a 600 nm medidos em um
espectrofotémetro.
O fluxograma da figura 2 mostra todas as etapas realizadas na

metodologia.

4.1.2) Fungos entomopatogénicos

Os isolados de fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana (CG24) e
Metarhizium anisopliae (ESALQ 818) foram obtidos no Laboratério de Entomologia
e Fitopatologia (LEF). Esses fungos foram periodicamente repicados em meio
SDA Va: glucose (1%), peptona (0,25%), extrato de levedura (0,5%), agar (2%) e
mantidos em camara BOD a 26°C por 15 dias, sendo posteriormente estocados a
4 °C.

4.1.3) Fungos fitopatogénicos

Os fungos fitopatogénicos utilizados, Fusarium sp., Aspergillus niger,
Rizophus sp., Pestalotia sp. e Ceratocystis sp., foram obtidos na Clinica
Fitosanitaria do LEF. Estes fungos foram repicados em meio SDA 4 e mantidos
em camara BOD a 26 °C.

4.1.4) Prototheca zopfii (Alga) e Candida albicans (Levedura)
Os testes com os microrganismos P. zopfii e C. albicans foram realizados

por colaboradores do Laboratério de Sanidade Animal/ CCTA/ UENF, assim como

a manutengéo e cultivo desses microrganismos.
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4.2) Andlise filogenética através da sequiéncia recA do isolado 2b de B. cepacia

Na andlise filogenética, foi avaliada a proximidade do clone 2b de B.
cepacia, isolado por Santos (2003), com outras bactérias do complexo de
Burkholderia sp..

O clone 2b foi amplificado por PCR usando os iniciadores BRC1 e BRC2
(Mahenthiralingam et al., 2000), e o fragmento final 5 foi obtido usando os

iniciadores BRC1 e BRC4, conforme a tabela abaixo:

BRCH1 5 TGACCGCCGAGAAGAGCAA &
BRC2 5 CTCTTCTTCGTCCATCGCCTC 3
BRC4 5 GCGCAGCGCCTGCGACAT 3

Tabela 1: Iniciadores usados nesse estudo.

As 20 sequéncias de nucleotideos com maior similaridade ao produto do
PCR foram selecionadas por BLAST (NCBI). As seqiUéncias usadas na analise
filogenética foram listadas pelo numero de acesso no banco de dados. Uma Unica
sequéncia recA de Burkholderia pseudomallei foi selecionada, e usada para
originar a arvore. As sequiéncias foram alinhadas pelo CLUSTAL W do Instituto
Europeu de Bioinformatica e a arvore foi desenvolvida usando o TREEVIEW
(Page, 1996).

4.3) Testes de inibicdo em meio sélido

Suspensdes de 10° conidios/mL de fungos fitopatogénicos (Aspergillus
niger, Fusarium sp., Rizophus sp., Pestalotia sp., Ceratocystis sp.) e
entomopatogénicos (B. bassiana e M. anisopliae) foram inoculadas, com auxilio de
um “swab”, em placas de Petri contendo meio SDA 'a. Apds a absorcédo do
excesso de liquido pelo meio, a bactéria B. cepacia foi inoculada no centro da

placa com auxilio de uma alga de platina. As placas foram mantidas em camara de
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BOD a 26 °C e apds 48 h foi feita a observagao da presenga ou ndo do halo de

inibicdo da germinacao dos fungos testados.
4.4) Teste de inibicdo da germinacao de conidios de B. bassiana em meio liquido

Este teste foi feito com os sobrenadantes das colénias de B. cepacia de 24,
48, 72, 96 e 120 h, esterilizados por filtro Millipore (0,22 ym). Para preparar 1 mL
de cada amostra foi adicionado 30 pL de uma solugdo de 10° conidios/mL e B.
bassiana (isolado CG24) a 300 pL de filtrado estéril de B. cepacia e 700 uL de
caldo nutriente acrescido de glicerol (2%). Para o controle foram adicionados
apenas 30 pL de uma solugdo de 10° conidios/mL do fungo testado a 1 mL de
caldo nutriente acrescido de glicerol (2%). Em seguida foram colocados 300 pL da
suspensao final em cavidades de placas de Elisa estéril. Para cada amostra foram
feitas trés repeticées. A placa foi coberta com parafime e mantida em camara
umida (BOD), a 26 °C. Apés 15 h foi feita a contagem dos conidios germinados e
néo germinados, com o auxilio de um microscopio invertido. Foram feitas duas
contagens aleatorias por cavidade, contando-se 100 conidios no campo de visao
(objetiva de 25x). Foi considerado germinado o conidio que apresentou o tubo

germinativo de tamanho igual ou superior ao seu diametro.
4.5) Obtengao de proteinas secretadas por B. cepacia

Apés o cultivo da bactéria em caldo nutriente com glicerol 2%, a suspenséo
foi centrifugada a 13000 rpm (rotagdes por minuto) por 15 min. O sobrenadante
obtido foi submetido a uma filtragdo em membrana Millipore (0,22 ym).

O filtrado estéril foi entdo dializado contra agua destilada em uma
membrana de dialise de 12 kDa “cut off” por 24 h a 40 °C sob agitacéo e liofilizado

para a concentracdo das proteinas.
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4.6) Dosagem de proteinas

Apb6s o cultivo de B. cepacia por 24, 48, 72, 96 e 120 h, as proteinas
presentes nos extratos brutos foram dosadas pelo método de Bradford (1976). O
reagente de Bradford foi preparado a partir de 10 mg de Comassie Blue G, 5 mL
de metanol, 10 mL de &cido fosférico (85%) e agua destilada.

O extrato contendo as proteinas foi centrifugado a 13000 rpm por 15
minutos, obtendo-se um sobrenadante e um precipitado que foram quantificados
quanto ao teor de proteinas por Bradford. Uma curva padrao foi montada com
albumina bovina (1 mg/mL). As absorbancias foram obtidas em espectrofotémetro
a 595 nm.

4.7) Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS (SDS-PAGE)

As proteinas obtidas apds o cultivo da bactéria B. cepacia foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). O gel foi
montado segundo o método de Laemmli (1970), que consiste em um gel de
separacao contendo 10% de acrilamida, SDS 10%, Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, APS
10% e TEMED e um gel de concentragcao contendo 3% de acrilamida, SDS 10% ,
Tris-HCI 1 M pH 6,8, APS e TEMED. Neste gel foram aplicados 30 uL da amostra
contendo as proteinas dissolvidas em tampao de amostra sem 3 mercaptaetanol.
A eletroforese transcorreu sob voltagem constante (100 Volts) e temperatura
ambiente por 2 horas.

4.8) Visualizacao de proteinas separadas por eletroforese

Apés a eletroforese o gel foi corado com uma mistura de 0,05% de
Coomassie Blue R dissolvido em 40% de metanol e 7% de acido acético por 2
horas sob agitacdo constante e temperatura ambiente. Apés isso foi descorado
com uma mistura composta por 28% de metanol e 8% de acido acético.
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4.9) Cromatografia de gel filtracdo em Sephacryl S-200

Uma coluna de 54 cm de altura x 1,5 cm de didmetro preenchida com
resina Sephacryl S-200 (Amersham Pharmacia Biotech) foi calibrada com os
seguintes padrdes de massa molecular: albumina bovina (66 kDa), anidrase
carbbnica (29 kDa), tripsinogénio (24 kDa) e lisina (14 kDa).

O filtrado estéril de B. cepacia apos didlise e liofilizacao, foi dissolvido em
tampao Tris-HCI 0,5 M pH 7,0 e misturado a 50 pyL de glicerol, sendo entéo
aplicado na coluna, previamente equilibrada com o mesmo tampédo. As fracbes
foram eluidas com o tampédo em um fluxo de 0,4 mL/min e analisadas quanto ao
teor de proteinas a 595 nm em leitor de Elisa, para isso foi adicionado 200 pL de
Bradford a cada 20 pyL da fracdo coletada. Apds as leituras as fragdes foram
analisadas por eletroforese SDS-PAGE e usadas no teste de inibicdo contra os

microrganismos alvo.

4.10) Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenga de SDS (SDS-PAGE)

para obtencao de proteinas com atividade inibitéria contra os microrganismos alvo

Apés a eletroforese descrita no topico 4.7, foram incubadas uma raia do gel
que continha a amostra e uma raia controle (sem amostra) com Triton 2,5%
durante 15 minutos, por duas vezes, sob agitacdo e a temperatura ambiente. Apéds
isso 0 gel permaneceu em agua destilada por 5 minutos.

Para a extracdo das proteinas, o gel foi cortado em tiras de 2 mm e
colocadas em tubos eppendorf contendo 500 uL de agua destilada que foram
numerados em seqiéncia. Apés a maceragao do gel no eppendorf a suspensao
foi centrifugada e o sobrenadante utilizado no teste de inibigdo dos

microrganismos alvo.
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4.11) Teste de inibicdo de Candida albicans e Prototheca zopfii pelas proteinas
secretadas por B. cepacia

Os testes de inibicado dos microrganismos de importancia veterinaria foram
feitos com proteinas de B. cepacia extraidas de duas formas:

a) Para testar a inibicdo de C. albicans utilizou-se as proteinas separadas
em cromatografia de gel flitragdo S-200 (item 4.9).

b) Para testar a inibicAo da Prototheca as proteinas foram extraidas
diretamente do gel de poliacrilamida (item 4.10).

Para a realizagdo dos testes, misturou-se 1,5 mL de caldo Saboraud
contendo 2% de dextrose, 400 uL de proteinas e 100 puL do microrganismo alvo
(0,5 McFarland), e incubou-se a 37 °C por 4 h. Apés isso foram feitas leituras em
um densitdmetro, em intervalos de 2 h até completar 12 h. Foi feito também um

controle, onde foi utilizada uma raia do gel onde n&o foi aplicada amostra.

4.12) Teste da estabilidade das proteinas em diferentes temperaturas

Proteinas obtidas apdés o cultivo de B. cepacia foram submetidas a
diferentes temperaturas e posteriormente avaliadas quanto a atividade de inibi¢cao
da germinacdo de conidios de B. bassiana. Aliquotas de 50 puL do extrato de
proteinas foram incubadas a 30, 50 e 70 °C por 10, 20, 30 e 40 minutos.

Os testes de inibicdo da germinacdo de conidios de B. bassiana foram

realizados em placas de Elisa (conforme descrito no tépico 4. 4).
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Cultivo de B. cepacia

Transferiu-se 2 mL de uma pré-cultura de B. cepacia para frascos de
Nalgene contendo 100 mL de Caldo Nutriente com glicerol (2%). Os
frascos foram mantidos em um agitador orbital a 180 rpm, a 28 °C, por
um periodo de 24 a 120 horas.

Centrifugacdo a 13000 rpm por 15 min

Sobrenadante
Sedimento
Filtracdo em Millipore 0,22 um
Dialise e liofilizacao
Caracterizacdo dos compostos bioativos
/ Testes de estabilidade da
Dosagem de proteinas atividade biolégica

Cromatografia em gel filtragao, Bioensaios Atividade em diferentes
Eletroforese (SDS-PAGE) temperaturas

Inibi¢ao da Germinagao in vitro

/ A

Fungos Prototheca zopfii e Candida albicans
Entomopatogénicos e
Fitoparasitas

Figura 2 - Fluxograma apresentando o esquema de purificacdo e caracterizacao
de proteinas com atividade antifingica e antibiética produzidos por B. cepacia.
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5) RESULTADOS

5.1) Cultivo de Burkholderia cepacia

Na figura 3 pode-se observar o perfil de crescimento de B. cepacia
cultivada, conforme descrito por Santos (2003). Apds cada periodo de cultivo da
bactéria (24, 48, 72, 96, 120 h) foi determinada a absorbancia a 600 nm, que é
diretamente proporcional a densidade de células. Pode-se observar que entre 24 e
96 h a bactéria estd em fase de multiplicagéo celular e ap6s 96 h de cultivo entra

na fase estacionaria.

Absorbancia a 600 nir

1 T T T 1
24h 48h 72h 96h 120h

Figura 3 — Acompanhamento do crescimento de B. cepacia em diferentes tempos

de cultivo.
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5.2) Andlise filogenética através da seqliéncia recA do isolado 2b de B. cepacia

A figura 4 mostra a arvore filogenética construida através da analise de
seqliéncias de nucleotideos do isolado 2b de B. cepacia, comparando com o
seqlienciamento do banco de dados do NCBI. A arvore contém as 20 seqliéncias
mais similares ao isolado 2b que estao representadas pelo numero de acesso ao
banco de dados.

Nesta arvore, nota-se que os isolados mais préximos ao isolado 2b sao:
AF456110 (isolado MC 366) e AF456120 (isolado R-9334), sendo que esses dois
isolados sao classificados como B. cepacia pertencente ao genomovar |.
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AY697975

AF456115

AF456086

AF456074

AF456085

AF456096

—— AF456088

AF456071

AF456099

— AF456114

AF456109

AF456110

isolate 2b

AF456120

AF456087

AF456078

AF456124

AF456092

AF456075

AY156952

AF456121

— AF456073

Figura 4 — Arvore filogenética construida para comparacdo de seqiiéncias de
isolados de B. cepacia do banco de dados (NCBI) com o isolado 2b.
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5.3) Ensaio de inibicdo de fungos fitopatogénicos e entomopatogénicos por B.
cepacia em placas de Petri

A figura 5 mostra a inibicdo dos fungos fitopatogénicos: Fusarium sp.,
Aspergillus niger, Rizophus sp. (Zigomycete) e Pestalotia sp. e dos fungos
entomopatogénicos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, quando estes
foram inoculados em placa de Petri contendo a B. cepacia (inoculada no centro da
placa), para todos os fungos testados foi feito um controle onde apenas o fungo foi
inoculado.

O fungo que mais sofreu inibigdo foi o A. niger (Fig. 5 — B), onde pode-se
observar o maior halo de inibicdo e o Unico fungo onde nao houve a formagao de
halo de inibigéo foi o Ceratocytis sp. (Fig. 5 — D).
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Figura 5 — Ensaios de inibicdo dos fungos fitopatogénicos Fusarium sp. (A),
Aspergillus niger (B), Rizophus sp. (C), Ceratocytis sp. (D), Pestalotia sp. (E) e
entomopatogénicos Beauveria bassiana (F) e Metarhizium anisopliae (G) pela

bactéria B. cepacia.
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5.4) Teste de inibicdo da germinacao de conidios de B. bassiana em meio liquido

Para o teste de inibicdo da germinagdo de B. bassiana, foram utilizados
filtrados de culturas de B. cepacia de diferentes tempos de cultivo: 24, 48, 72, 96 e
120 h. O controle continha apenas Caldo nutriente acrescido de glicerol (2,0%).

Na figura 6 observa-se que 0s maiores niveis de inibicdo do fungo
ocorreram com os extratos obtidos nos dois ultimos tempos de cultivo da bactéria
(96 e 120 h).

100 -
80 - T
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o 60 1
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e 40 -
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o
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Controle 24h 48h 72h 96h 120h

Figura 6 - Teste de inibicdo da germinacao de conidios de B. bassiana em filtrados

estéreis (30%) de B. cepacia ap0s diferentes tempos de cultivo.
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5.5) Concentragao de proteinas produzidas por B. cepacia

Os extratos obtidos nos cinco tempos de cultivo
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(24-120h) foram
centrifugados a 3000 rpm por 15 min, obtendo-se um sedimento (fracdo

particulada) e um sobrenadante. O sobrenadante foi filtrado em membrana

Millipore (0,22 um), dializado com agua destilada e liofilizado para concentragédo

das proteinas. Apds isso, tanto o sobrenadante, como o sedimento foram dosados

pelo método de Bradford para avaliacdo do teor de proteinas em cada extrato.

Pode-se observar que nos dois ultimos tempos de cultivo (96 e 120h), tanto o

sobrenadante (Fig. 7 - A), quanto o sedimento (Fig. 7 - B) apresentaram a maior

concentracao de proteinas.
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Figura 7 - Concentracado de proteinas produzidas por B. cepacia apbs 24, 48, 72,

96 e 120 h de cultivo. A - sobrenadante; B - sedimento.
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5.6) Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS

Apds a dosagem de proteinas nas amostras de sobrenadante e sedimento
obtidas nos 5 diferentes tempos de cultivo, as fragdes foram analisadas quanto a
mobilidade eletroforética em gel de poliacrilamida em presenca de SDS. No gel do
sobrenadante (figura 8 A) pode-se observar proteinas com massas moleculares
em torno de 30, 43 e 94 kDa, sendo que essas proteinas estdo presentes em
maior quantidade nos dois ultimos tempos de cultivo (96 e 120 kDa). J& no
sedimento observa-se uma quantidade variada de proteinas com massas
moleculares diferentes, o que ja era de se esperar, pois 0 sedimento representa o
extrato bruto da bactéria (figura 8 B).

M 24h 48h 72h 96h 120h M 24h 48h 72h 96h 120h M
94D Hm T i = J - S
67 kDa . e -——
43 kDa - -
30kDa - .-

. -

20kDa - - T = e
14 kDa

. - e SR S e

A B

Figura 8 - Perfis eletroforéticos do sobrenadante (A) e do sedimento (B) de B.
cepacia, nos cinco periodos de cultivo (24 — 120 h). M: marcador padrdo de massa

molecular.
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5.7) Perfil cromatografico das proteinas secretadas por B. cepacia (filtrado estéril)

por cromatografia em gel filtragédo S-200

As proteinas secretadas por B. cepacia contidas no sobrenadante,
conforme mostrado no item anterior (5.6) foram analisadas em uma cromatografia
de gel filtracdo S-200, que possibilitou separacao das proteinas de acordo com a
massa molecular. O principio dessa cromatografia é que as proteinas com massas
moleculares maiores serdo eluidas da coluna antes das proteinas menores.
Assim, observa-se na figura 9 que o maior pico de proteinas encontra-se no inicio
da cromatografia, em torno de 18 a 20 fracdes coletadas e, portanto sdo proteinas

de alta massa molecular.

0,5 ~
0,45 -
0,4 -

0,35

Abs a 655 nm

0,3 +
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15 25 35 45 55

Fracoesde 1 mL

Figura 9 — Cromatografia de gel filtragdo S-200 das proteinas secretadas no
filtrado estéril. As fracdes foram coletadas a 1 mL/ min e analisadas por Bradford a
655 nm. O tampao utilizado na eluicao das proteinas foi o TRIS-HCI 0,5 M pH 7,0.
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5.8) Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS das fragdes

coletadas apés a cromatografia em gel filtracao

As proteinas coletadas na cromatografia de gel filtracdo foram analisadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida. O gel da figura 10 mostra proteinas de
massas moleculares de 94 kDa eluidas nas fracées 18, 19 e 20 e de 30 kDa
eluidas nas fragcdes 22 a 25. As proteinas purificadas em cada fracao foram
liofilizadas para a sua concentragéo e utilizacdo em testes posteriores de inibigao

de microrganismos de importancia veterindria.

M 15 16 17 18 19 20 21 22 M 23 24 25 26 27 28 29 30 31

94 kDa

67 kDa

43 kDa
30 kDa

20 kDa

Figura 10 - Perfis eletroforéticos das fragdes purificadas através da cromatografia
em gel filtracdo. Gel A: fragbes 15 a 22. Gel B: fragdes 23 a 31. M: Marcador
padrao de massa molecular. As setas indicam as bandas de proteinas purificadas

de acordo com sua massa molecular.
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5.9) Teste de inibicao de Candida albicans pelas proteinas purificadas na

cromatografia de gel filtracao

Para o teste de inibicdo de C. albicans, as proteinas obtidas apds a
cromatografia de gel filtracdo em cada fracdo coletada foram liofilizadas e
utilizadas no teste de inibicdo, onde o microrganismo foi incubado por periodos
diferentes de 4 a 10 h. Na figura 11 pode-se observar que as proteinas das
fragbes 17 a 19, com massa molecular de 94 kDa, inibiram a multiplicacdo do
microrganismo testado, pois mesmo apo6s 10 h de incubacdo a densidade de
células de C. albicans foi menor que o controle. O mesmo fato observa-se com as
proteinas das fracdes 28 e 29, que apesar de nao estarem nitidas no gel também
inibiram a multiplicagéo de C. albicans. Nao foi possivel a identificacdo da massa
molecular dessas proteinas, mas € provavel que tenham entre 30 e 20 kDa, de

acordo com o gel observado no item anterior.
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Figura 11 - Ensaio de inibicao de C. albicans frente as proteinas secretadas por B.

cepacia apos purificagdo em cromatografia de gel filtracao S-200.
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5.10) Teste de inibicado da Prototheca sp. por B. cepacia

A figura 12 demonstra a seqliiéncia de experimentos realizados para testar
a atividade de inibicdo da Prototheca sp. pelas proteinas antimicrobianas de B.
cepacia.

Primeiramente foram feitos dois géis de poliacrilamida em presenca de SDS
com o extrato de proteinas secretado pela bactéria. O primeiro gel foi corado com
Coomassie blue para a visualizagdo das proteinas, e o segundo foi incubado
conforme a metodologia (item 4.10) para extracdo das proteinas do gel e posterior
incubagdo com a Prototheca sp..

Na figura 12 A pode-se observar no gel proteinas de massa molecular de
43 e 30 kDa secretadas por B. cepacia (Bc) comparadas com o marcador padrao
de massa molecular (M).

Na figura 12 B a densidade de células de Prototeca sp. foi quantificada,
incubando-se o microrganismo com meio de cultura (controle do experimento), em
gel sem amostra de proteinas, para testar se os componentes do gel poderiam
interferir no crescimento do microrganismo (controle do gel), e com as amostras
de proteinas extraidas do gel que foi cortado a cada 2 mm no sentido vertical (por
exemplo a primeira tira de 2 mm do gel foi denominada amostra 1 e assim por
diante). Observa-se na figura 12 B que tanto no controle do experimento como no
controle do gel a Prototheca cresceu normalmente e que a amostra 10 foi capaz
de inibir o crescimento da mesma. Essa proteina tem cerca de 30 kDa, pois
comparando-se com o gel corado, a amostra 10 incide na banda de massa
molecular de 30 kDa indicada pela seta. A amostra 4 também foi capaz de inibir o
crescimento do microrganismo, mas nao foi possivel a visualizacdo de bandas
protéicas no gel.

Na figura 12 C observa-se a densidade de células de Prototheca quando
incubada com a amostra 10 apés 4, 6, 8, 10 e 12 h. Observa-se que mesmo apos
12 h de incubagdo a amostra 10 continuou inibindo o crescimento do

microrganismo.
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Figura 12: A — Perfil de proteinas em gel de poliacrilamida secretadas por B.
cepacia (Bc) em relacdo ao marcador padrdo de massa molecular (M). B —
Densidade de células de Prototheca sp. incubadas com proteinas extraidas do gel.
C — Densidade de células de Prototheca sp. comparando-se o controle com a
amostra 10 extraida do gel.
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5.11) Ensaio de germinagao de conidios de B. bassiana com proteinas tratadas

em diferentes temperaturas

Os gréficos a seguir mostram o numero de conidios germinados de B.
bassiana quando incubado com proteinas tratadas em diferentes temperaturas.

Na figura 13 A pode-se observar que quanto maior a temperatura utilizada
no tratamento das proteinas maior o numero de conidios germinados, devido a
perda de atividade da proteina. A taxa de germinacao dos conidios de B. bassiana
foi menor que 5% quando a proteina néao foi incubada previamente. Contudo, ja no
primeiro aquecimento (30 °C) a germinacéao atingiu 40%, chegando a 80% quando
aquecida a 70 °C.

No gréafico B pode-se observar que o tempo de exposicao da proteina em
altas temperaturas interfere na atividade, pois quanto maior o tempo de tratamento

da proteina a 50 °C, maior o numero de conidios germinados.
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Figura 13: A — Germinagao de conidios de B. bassiana quando incubados com
proteinas sem tratamento prévio de temperatura (Proteina) e com proteina
incubada a 30, 50 e 70 °C. B — Numero de conidios germinados quando incubados
com proteina tratada a 50 °C por 10 e 40 min.
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Na figura 14 observa-se a germinacao de conidios de B. bassiana apés o
teste de germinagao com proteinas tratadas em diferentes temperaturas. Na figura
14A, no grupo controle (fungo+caldo nutriente), praticamente 100% dos conidios
germinaram, apresentando o tubo germinativo bem desenvolvido. Na figura 14B a
proteina utilizada estava em condicdes ideais (logo apds o seu descongelamento)
e portanto observa-se que 100% dos conidios ndo germinaram. Na figura 14C a
proteina foi tratada a 70 °C e obseva-se que a atividade de inibicdo da germinagao
esta bastante reduzida. Mas continuou inibindo o desenvolvimento do tubo
germinativo comparando-se com o controle.

P

Figura 14 - Teste de inibicdo de conidios de B. bassiana quando incubados com
proteinas de B. cepacia em diferentes tratamentos de temperatura. A — Conidios
de B. bassiana germinados em meio de cultura (Controle). B — Conidios nao
germinados quando incubados com proteinas de B. cepacia sem tratamento
prévio de temperatura. C — Conidios de B. bassiana incubados com proteinas
tratadas a 70 ¢ C.
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6) DISCUSSAO

A interacdo entre formigas cortadeiras e outros microrganismos além de
seu fungo simbionte, mostra que existem relagbes mutualisticas mais complexas
do que se imaginava. Currie et al. (1999) mostraram que uma bactéria classificada
como Streptomyces sp. isolada dos corpos das formigas cortadeiras, produzia
antibiéticos especificamente contra o parasita especializado do formigueiro:
Escovopsis sp.

A bactéria Burkholderia cepacia utilizada nesse trabalho foi isolada de
ninhos de formigas cortadeiras por Santos et al., (2004), sendo que anteriormente
ndao havia nenhuma descricdo na literatura sobre tal ocorréncia. Essa bactéria
pode ter um papel de protecdo nos ninhos de Atta sexdens, pois foi mostrado que
ela inibe os fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae, fato que se deve a producao de compostos com ac¢ao antifungica.

Entre as caracteristicas que fazem dessa bactéria um bom agente para o
uso no controle biolégico de doencgas de plantas e no controle de fungos saprofitos
que atacam frutos na época pds-colheita, € a capacidade de antagonismo a
fungos fitopatogénicos, além disso, estdo naturalmente presentes em muitas
plantas cultivadas e em associacdo com raizes (Costa e Erabadupitiya., 2005;
Smilanick et al., 1993).



37

B. cepacia cultivada, segundo a metodologia descrita por Santos et al.
(2004), produz antibiéticos contra os fungos entomopatogénicos B. bassiana e M.
anisopliae e contra os fungos fitopatogénicos como Fusarium sp., Rizophus sp.,
Pestalotia sp. e Aspergillus niger. O Unico fungo onde nado houve a formagéao de
halo de inibicdo foi o Ceratocytis sp. Sabe-se que a formacéo do halo de inibigdo
se deve ao fato da bactéria secretar compostos para o meio extracelular. Com isso
conclui-se que os compostos antibidticos secretados por B. cepacia sejam
eficazes contra todos os fungos testados com excecéo de Ceratocytis sp..

Um estudo mostrou que Burkholderia sp. isolada do solo inibiu o
crescimento de fungos fitopatogénicos como Aspergillus niger e a inibicdo ocorreu
tanto na presenca da bactéria como na presenga do extrato filirado e
pasteurizado, indicando que uma porcao da atividade antimicrobiana é devido a
excrecao de componentes extracelulares (Cain et al., 2000). Com isso, é possivel
que B. cepacia utilizada nesse trabalho também secrete para o meio extracelular
0s componentes antibiéticos.

Até o momento existe na literatura a descricdo de compostos antibibticos
produzidos por B. cepacia classificados como peptideos, como a xilocandina e a
cepacidine A, eficazes contra uma grande variedade de fungos (Meyers et al.
1987, Lee et al. 1994), mas nao existem relatos sobre a producdo de proteinas
antimicrobianas por essa bactéria.

Para elucidacdo da natureza dos compostos antibioticos protéicos foram
feitos géis de eletroforese SDS-PAGE para visualizar a producdo de proteinas
secretadas durante o cultivo em meio liquido. Ap6és 96 e 120 h de cultivo da
bactéria a producao de proteinas secretadas atingiu o seu maior pico. O perfil de
proteinas nos ultimos dois tempos de cultivo (96 e 120 h) mostrou 6 bandas
majoritarias com massas moleculares entre aproximadamente 30 a 90 kDa. Em
comparagao com o gel dos perfis de proteinas extraidas da fracao celular pode-se
observar a maior diversidade de proteinas nas células depois de 24 h de cultivo, e
variados perfis nas outras fragdes. Entretanto, como o interesse foi de investigar
as proteinas secretadas, outros experimentos nao foram feitos com os extratos

celulares de B. cepacia.
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O experimento para investigar a produgdo de compostos antifungicos
secretados no meio liquido mostrou o maior nivel de inibicdo da germinacédo de
conidios de B. bassiana pelas fragoes de filtrados de meio cultivo de 96 e 120 h de
cultivo.

Um dos compostos produzidos por B. cepacia, a pirrolnitrina (um derivado
de fenilpirrole), € armazenado no interior das células, sendo liberado para o meio
de cultivo somente no final da fase estacionaria. O caldo nutriente acrescido de
glicerol (2%) foi a fonte de carbono que melhor estimulou a producao de
pirrolnitrina nos estudos de El-Banna e Winkelmann (1998). O meio proposto por
Lee et al. (1994) visa a producao de cepacidina A, um glicopeptideo.

A partir da hipotese que as fracdes protéicas de B. cepacia (isolado 2b)
poderiam ser responsaveis pela inibicdo dos fungos testados, foram feitos
experimentos para verificar a atividade das proteinas visualizadas nos géis e
realizar a caracterizacdo das proteinas usando cromatografia de filtracdo em gel,
com o intuito de purificar tais proteinas. Foram realizadas duas abordagens, a
andlise das proteinas separadas usando a coluna de cromatografia como auxilio
de SDS-PAGE para a visualizagdo das proteinas e o ensaio das fragdes
cromatograficas para atividade inibitoria contra um microrganismo de importancia
veterinaria Candida albicans. Também foi utilizado um outro microrganismo de
importancia veterinaria Prototheca zopffi para testes de inibicdo pelos extratos
protéicos de B. cepacia. A multiplicagao de C. albicans foi inibida por proteinas de
alta massa molecular secretadas pela bactéria. Sabe-se que alguns compostos ja
descritos na literatura como, por exemplo, as cepafunginas |, Il e lll classificadas
como peptideos inibem o crescimento de C. albicans (Shoji et al., 1989). Ja no
teste de inibicdo da Prototheca sp. a proteina antimicrobiana foi coincidente com a
banda de 30 kDa como visto no gel de eletroforese.

Para testar se a temperatura afeta a atividade inibitoria das proteinas foram
realizados testes com tratamentos a 30, 50 e 70 °C. Foi observado que a
temperatura de 30 °C interferiu na sua atividade mostrando que tais proteinas séo
altamente sensiveis a temperaturas médias e altas. Apds a incubacao a 50 e

70 °C, o teste de inibicdo de B. bassiana mostrou que o numero de conidios
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germinados é elevado, mas esses ndao conseguem ter um desenvolvimento
normal, verificado pelo tamanho do tubo germinativo que ficou bastante reduzido,
assim parte da acao antifungica é perdida, mas a acdo fungistatica permanece
mesmo apds incubacdo a 70 °C. Os peptideos previamente isolados de B.
cepacia, por exemplo, cepacidina A, tem estabilidade entre 210 e 214 °C (Lee et
al., 1994).

O fato dos compostos de Burkholderia terem inibido uma ampla faixa de
fungos patogénicos é uma caracteristica extremamente importante. Os compostos
desta bactéria podem proteger a colénia de uma maior gama de patégenos. B.
cepacia pode complementar a acao de Streptomyces sp. que, conforme proposto
por Currie et al. (1999), visa proteger a coldénia do ataque de Escovopsis sp.
Provavelmente, colbnias jovens, ainda com poucos individuos, ndao dispdem da
protecdo do actinomiceto, 0 que pode ser complementado pela agdo destas
bactérias. Os diferentes estagios de desenvolvimento da coldénia podem
apresentar diferengas na dindmica da comunidade microbiana associada.

Como os compostos de B. cepacia também inibiram leveduras de
importancia veterinaria como C. albicans, estes podem ser considerados para um
futuro uso no tratamento de doencgas causadas por C. albicans. As otomicoses
nos animais domeésticos podem ser causadas por leveduras incluindo C. albicans.
A necessidade de desenvolvimento de novas terapias contra diferentes agentes
patogénicos é cada vez maior, frente a uma pressdo natural exercida sobre os
microrganismos pelo uso freqiente de antibidticos no tratamento de doengas em
animais. Atualmente, ha uma grande necessidade do desenvolvimento de
terapias novas relacionadas a uma diversidade de agentes patogénicos. Alguns
microrganismos revelam um enorme potencial a ser explorado pela industria de
medicamentos por produzirem substancias de agao antifungica, como as
bactérias do género Burkholderia que, em cultivos in vitro, produzem e secretam
subprodutos de seu metabolismo de comprovada atividade inibitéria do
crescimento de fungos. Estes estudos da atividade inibitéria sobre tais leveduras

patogénicas sao de interesse médico e veterinario e demonstram o potencial
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promissor dos metabdlitos de Burkholderia como alternativa no tratamento de

infecgbes causadas por fungos em animais domésticos e humanos.
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7) CONCLUSOES

% B. cepacia inibiu o crescimento dos fungos entomopatogénicos testados
(Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae);

% B. cepacia inibe também os fungos fitoparasitas: Fusarium sp., Aspergillus
niger, Rizophus sp., Pestalotia sp., mas nao inibe o fungo Ceratocystis sp.;

% O perfil de proteinas secretadas por B. cepacia mostra bandas com massas
moleculares variadas. Em 120 h de cultivo a concentragcédo de proteinas é maior
assim como a capacidade de inibir o fungo B. bassiana;

% A atividade inibitéria contra Prototheca zopfii est4 associada a proteinas de
aproximadamente 30 kDa;

% Apds a cromatografia em gel filtracdo, o gel SDS-PAGE mostrou que
existem bandas de alta massa molecular secretadas por B. cepacia que
possuem atividade contra C. albicans;

% A atividade inibitéria da proteina foi afetada nas temperaturas de 30, 50 e
70 °C. Na temperatura de 70 °C os conidios germinaram, mas nao houve

crescimento normal das hifas.
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