POTENCIAL ANTIFUNGICO DE EXTRATOS
DE Cladosporium cladosporioides (Fres) de Vries

LUCIANA PEREIRA DE SOUZA

2010



LUCIANA PEREIRA DE SOUZA

POTENCIAL ANTIFUNGICO DE EXTRATOS DE Cladosporium
cladosporioides (Fres) de Vries

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do Programa de
Pos-Graduagdo em Microbiologia Agricola, area de
concentracdo em Microbiologia Agricola, para a
obtengdo do titulo de “Mestre”.

Orientadora

Dra. Sara Maria Chalfoun

LAVRAS
MINAS GERAIS — BRASIL
2010



Ficha Catalogréafica Preparada pela Divisdo de Processos Técnicos da
Biblioteca Central da UFLA

Souza, Luciana Pereira de.

Potencial antifungico de extratos de Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries / Luciana Pereira de Souza. —
Lavras : UFLA, 2010.

110 p. : il

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Lavras, 2010.
Orientador: Sara Maria Chalfoun.

Bibliografia.

1. Metabolitos. 2. Fungos. 3. Café. I. Universidade Federal de
Lavras. II. Titulo.

CDD -632.4




LUCIANA PEREIRA DE SOUZA

POTENCIAL ANTIFUNGICO DE EXTRATOS DE Cladosporium
cladosporioides (Fres) de Vries

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do Programa de
Pos-Graduagdo em Microbiologia Agricola, area de
concentracdo em Microbiologia Agricola, para a
obtencdo do titulo de “Mestre”.

APROVADA em 19 de fevereiro de 2010.

Carlos José Pimenta UFLA

Maria Emilia de Souza Gomes Pimenta  UFLA

Dra. Sara Maria Chalfoun
EPAMIG
(Orientadora)

LAVRAS
MINAS GERAIS — BRASIL



A Deus, pela presenca constante e pelas béngdos derramadas em minha
vida.
A minha mae, Siomara, pelo amor incondicional, dedicagdo e incentivo.

Ao meu pai, Marcio, pelo apoio e motivagao
A minha irm3 Erica, meu irmio Gabriel e sobrinha Geovanna, pelo
carinho e compreensao
As minhas avos, Enir e Manoela e meus avds, Chicdo e vd Nego (in
memoriam), pelas experiéncias de vida e ensinamentos
Ao meu amor, Paulo Henrique, pelo imenso carinho, companheirismo

esforco e dedicagao.

DEDICO



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todas as pessoas que, de alguma forma, colaboraram para a
realizacdo deste trabalho e a concretizag@o deste sonho, em especial:

A pesquisadora Dra. Sara Maria Chalfoun, pela oportunidade, incentivo,
orientacdo e amizade,

A Dra. Deila Magna dos Santos Botelho, pela amizade, pelos conselhos e
pelo apoio nas analises estatisticas.

Ao Dr. Marcelo Claudio Pereira e ao Dr.Carlos Jos¢ Pimenta. pelo apoio
e incentivo,

Aos professores do Programa de Pos-Graduagdo em Microbiologia
Agricola, pela cooperagdo e ensinamentos.

A Epamig, por permitir a realizagdo do experimento in vitro.

Aos funcionarios e técnicos dos Laboratorios de Microbiologia Agricola
e da Epamig, em especial a Vicentina, pela paciéncia e sugestoes.

Aos colegas de Laboratério e de mestrado, Carol, Fernanda, Livia,
Carlos; Ana Paula, Lucas, Aline, Juciara, Tamara ¢ Pedro Paulo, pela ajuda e
amizade.

Ao professor Denilson e a equipe do Laboratério de Produtos Naturais,
pelo apoio e incentivo

Aos amigos distantes, mas que, de alguma forma, estdo sempre presentes
em minha vida.

Aos meus queridos sogros Antonio Carlos Bermejo e Margareth
Bermejo, pela confianga e pelo carinho

Aos demais familiares, pelos conselhos, apoio € amor.

A Capes, pela concessdo da bolsa de mestrado.



SUMARIO

Pagina
LISTA DE TABELAS. ...ttt i
LISTA DE FIGURAS. ... il
RESUMO ... ittt ettt ettt sse e eneens vii
ABSTRACT ..ottt e viii
CAPITULO Lttt sttt
1 IntroduGa0 Geral.......cceviiiiiiiiiecie ettt e 1
2 Referencial teOTICO. ... .ccuiitieiiiieeie ettt 3
2.1 Fungos Associados aos frutos e graos do café.........c.cccceevvevveiennnnnen. 3
2.2 O género CladoSPOTium.........cceerueerierienieniientiesieeieesieesieeseeenseeeeeneeas 6
2.3 Dindmica de colonizag¢ao deladosporium cladosporioides em frutos
E CATE.....eee et ettt 8
2.4 Agentes de controle biolOZICO........cccveriircierieiieeieeie e 10
2.5 Produtos Naturais e Biodiversidade...........ccccecererenieneninennieneneneen 15
2.6 Antimicrobianos produzidos por fungos...........ccceceerveriercierieneeninnn. 18
2.7 Produgdo de metabolitos por espécies do fungo Cladosporium.......... 24
2.8 Teste de susceptibilidade antimicrobiana.............ccecvevevereververienenennn, 27
2.9 Diluentes utilizados na extra¢dao de metabolitos........................ 28
2.9.1 SOIVENLES OTZANICOS. ..c.eveeeerieerieeireeieeesreeereesreesaeeseseeesseeesseeeseeans 28
2.9.2 Toxicidade do solvente OrganiCo.........cceeveerveenveerieeeneeenveeeveeenn 30
2.9.3 Alguns solventes utilizados para reagdes organicas..............c.eeunee... 30
3 Referéncias Bibliograficas.......c.coevveeiiieiciiieniieecie et 34

CAPITULO 2: Atividade de extratos de Cladosporium cladosporioides
na esporulacdo e germinacgdo dos fungos Aspergillus niger, Aspergillus

ochraceus, Fusarium sp. e Penicillium sp..........ccoovveiiiiiiiiccieeeee 49



3 INEOAUGAO. ... vvieieiiie ettt ettt e ettt e et e e et e e e etbeeesataeeeeereeeenetaeeenns 52

4 Materiais € MEL0dOS. .. ..ceoueruirieierierieeeee ettt 54
4.1 Area EXPerimental.............ooooviveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeee e 54
4.2 Mei0S de CUItUTA. .....ocueieiiiiiieeieee e 54
4.2.1 Agar de Batata e Dextrose (BDA).........cooveuereeeeeeeeseeereseeeees 54
4. 2.2 Meio Liquido de Batata e Dextrose (BDL)........cccceoevvevvienveennnennee. 54
4. 2.3 Solucdo de Tween 80 @ 0,1% (V/V).eoveereeneenieiieieeeeeeee e 55
4.3 Preparo e inoculagdo dos fUngos..........ceeveeeeiieriieniiesieeeree e 55
4.4 Cultivo do MiCTOTZANISIMO. ... .ecevuveerrreerireerireeeieeereesreeeseeeseeeeseveesseeas 55
4.5 Preparo de XITato........c.eecveerieerieerieerieeieeie et eieeee et enee e 55
4.6 Avaliagdo da atividade antimicrobiana.............cccceeveeeevieeciieeenveeenneennne. 56
4.6.1 Teste in vitro de esporulagcdo dos fungos...........cceevevvrvecrerienieciennnnn 56
4.6.2 Teste in vitro de germinago de eSPOros........ccceeeverveereereereeneeeseenenne 57
4.7 Delineamento experimental e analise estatistiCa..........ccoeververvenenne. 58
5 Resultados € DiSCUSSAO.......ccuerueruierieniiniieiieierie ettt 60

5.1 Agdo de metabolitos secundarios do filtrado de C. cladosporioides
obtidos a partir da extragdo com Me(OH), Et(OH), DMSO e AcOEt
sobre a esporulagdo de Aspergillus oChraceus..........cccccoevvevevevieereereenennn. 60
5.2 A¢do de metabdlitos secundarios do filtrado de C. cladosporioides
obtidos a partir da extragdo com Me(OH), Et(OH), DMSO e AcOEt
sobre a esporulagao de Aspergillus Niger.........cccoovvvviinininencicc e 63
5.3 A¢do de metabdlitos secundarios do filtrado de C. cladosporioides,
obtidos a partir da extracdo com Me(OH), Et(OH), DMSO e AcOEt
sobre a esporulagdo de FUSAriUM SP.........ceeveeviiiieieeieiece e 67
5.4 Acgédo de metabdlitos secundarios do filtrado de C. cladosporioides
obtidos a partir da extracdo com Me(OH), Et(OH), DMSO e AcOEt
sobre a esporulagdo de PeniCillium sp.........cccooeeveviiiiicciieceeeece e 70

5.5 A¢do de metabolitos secundarios do filtrado de C. cladosporioides



obtidos a partir da extragdo com Me(OH), Et(OH), DMSO e AcOEt
sobre a germinagdo de Aspergillus OCNraceuS..........ccocveverevvsveieresienenas 73
5.6 Acdo de metabdlitos secundarios do filtrado de C. cladosporioides
obtidos a partir da extragdo com Me(OH), Et(OH), DMSO e AcOEt
sobre a germinac¢do de ASPErgillus NIger........ccocevvviiiiiiecc v 75
5.7 A¢do de metabdlitos secundarios do filtrado de C. cladosporioides
obtidos a partir da extracdo com Me(OH), Et(OH), DMSO e AcOEt
sobre a germinagdo de FUSAMTUM SP......c.coviivieieiiiiieeeieieeie et 77
5.8 Ac¢édo de metabdlitos secundarios do filtrado de C. cladosporioides
obtidos a partir da extragdo com Me(OH), Et(OH), DMSO e AcOEt
sobre a germinacdo de PeniCillium sp........ccocveeeeieiecieiinieieeeeenen 79

5.9 Analise comparativa dos resultados para teste de esporulacdo e

GOTTIINACAO. ...t euveeuteentienteeteeteeteeteeteeteenteenseenseenseenseenseenseeseenseenseenseenseans 80
6 COMCIUSTES. ...ttt ettt sttt ettt e e e e 85
7 Referéncias Bibliograficas.........ccccovevevieriincieiiinieeierie e 86

CAPITULO 3: Determinacéo da concentragéo inibitoria minima (CIM)

de fragdes do extrato de C. cladosporioides contra os fungos A.

ochraceus, A. niger, Fusarium sp. e Penicillium sp............cccceevvennierennne. 89
1 RESUIMIO. ...ttt sttt 90
N o 1] T TSP 91
B INEIOAUGEO. ..ottt ettt et 92
4 Material € MELOAOS. .....eoueeiirieeiieieieeeieiee ettt 94

4.1 Determinagdo da Concentracdo inibitéria minima do extrato de
C.cladosporioides com os extratores AcOEt, Et(OH), DMSO e Me(OH)
contra os fungos A.ochraceus, A.niger, Fusarium sp. e Penicillium SP... 94
4.1.1 Ensaios de diluiGa0.........oeeeivieiiiiiie ettt e 94
4. 1.2 Testemunhas do teste para Aspergillus ochraceus............c..ccccueu.. 95

4. 1.3 Testemunhas do teste para Aspergillus Niger..........ccccoceververirennnn. 96



4. 1.4 Testemunhas do teste para FUSAriUM SP........ccceeverrieeeieriiereerennenne.
4. 1.5 Testemunhas do teste para PenicCillium sp..........ccocveeveviiiiveeennnn,
5 Resultados € DiSCUSSAO. ...cveeueeiiriieiieieie st
5. 1 Determinag@o da Concentracgdo inibitéria minima do extrato de

C.cladosporioides com os extratores AcOEt, Et(OH), DMSO e Me(OH)
CONIA A.OCNTACEUS.......cveuiieiiieiiieieieic ettt
5.2 Determinagao da Concentragdo inibitéria minima do extrato de

C.cladosporioides com os extratores AcOEt, Et(OH), DMSO e Me(OH)
CONETA ANGEE ..ttt ettt ettt et te et s veete et beeaeereeans
5.3 Determinagdo da Concentragdo inibitoria minima do extrato de

C.cladosporioides com os extratores AcOEt, Et(OH), DMSO e Me(OH)
cOntra FUSAITUM SP...cviiiiciece ettt et e
5. 4 Determinagdo da Concentracao inibitoria minima do extrato de

C.cladosporioides com os extratores AcOEt, Et(OH), DMSO e Me(OH)
contra PeniCillium SP.........ccoviiiiiieiee e
6 COMCIUSTES. ...ttt sttt ettt st sttt e e e e

7 Referéncias Bibliograficas..........cccoevveiiriincieeieiieecieeie e

99

102

104



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 Tratamentos e descri¢do dos testes para analises
ESTALISTICAS. ....v.voeevveceeeeeeeecee et 59
TABELA 2 Efeito de metabolitos do fungo C.cladosporioides sobre a
esporulacdo de esporos do fungo Aspergillus ochraceus.......... 60
TABELA 3 Efeito de metabdlitos extraidos de C.cladosporioides sobre a
esporulacdo de esporos do fungo Aspergillus niger.................. 64
TABELA 4 Efeito de metabdlitos do fungo C.cladosporioides sobre a
esporulacdo de esporos do fungo Fusarium sp.............ccceeuee.. 67
TABELA 5 Efeito de metabdlitos do fungo C.cladosporioides sobre a
esporulacdo de esporos do fungo Penicillium sp.............ce...... 70
TABELA 6 Efeito de metabolitos do fungo C.cladosporioides sobre a
germinag¢do de esporos do fungo A.ochraceus.............c.c.c...... 73
TABELA 7 Efeito de metabolitos do fungo C.cladosporioides sobre a
germinagdo de esporos do fungo A. Niger.........coevvevviiievennnn. 75
TABELA 8 Efeito de metabolitos do fungo C. cladosporioides sobre a
germinag¢do de esporos do fungo Fusarium sp...........ccceeueneeee. 77
TABELA 9 Efeito de metabdlitos do fungo C.cladosporioides sobre a
germinagdo de esporos do fungo Penicillium sp...................... 79
TABELA 10 Porcentagens expressas das atividades dos metabolitos
extraidos de C.cladosporioides nas reducdes das esporulagdes
dOS TUNZOS. ..ottt 83
TABELA 11 Porcentagens expressas das atividades dos metabolitos
extraidos de C.cladosporioides nas reducdes das germinagdes
dOS TUNZOS....oeiieeiieiecie et seees 84
TABELA 12 Determina¢ao da minima concentracdo inibitoria das fragdes

obtidas do filtrado fingico para A.ochraceus............c.ccccccveuene. 101



TABELA 13 Minima concentragdo inibitoria dos metabdlitos extraidos de
extratos de C.cladosporioides.Metabdlito A-Extragdo com
AcOEt; Metabolito C-Extragdo com DMSO; Metabélito B-
Extragdo com Et(OH) e Metabolito A-Extragdo com Me(OH). 102

TABELA 14 Determinagdo da minima concentracao inibitoria das fragoes
obtidas do filtrado fungico para Fusarium SP...............cc.c........ 104

TABELA 15 Determinagdo da minima concentracao inibitoria das fragoes
obtidas do filtrado fungico para Penicillium sp..........c.............. 105

TABELA 16 Determinagdo da minima concentracao inibitoria das fragoes
obtidas dos filtrados de C.cladosporioides para os fungos

A.niger, A.ochraceus, Fusarium sp. e Penicillium sp................ 107

i



LISTA DE FIGURAS
Pagina
FIGURA 1 Acdo de metabolitos de C. cladosporioides sobre a
esporulagdo do fungo A. ochraceus.a)Testemunha geral e
b)extrato do fungo obtido com Me(OH).........ccevvvrerureennnee. 62
FIGURA 2 Agdo de metabolitos de C. cladosporioides sobre a
esporulacdo do fungo A. ochraceus.a)Testemunha geral e
b)extrato do fungo obtido com dimetil sulfoxido................. 62
FIGURA 3 Ac¢do de metabolitos de C. cladosporioides sobre a
esporulag¢do do fungo A. ochraceus.a) Testemunha geral e
b) extrato do fungo obtido com acetato de etila................... 63
FIGURA 4 Acdo de metabolitos de C. cladosporioides sobre a
esporulagdo do fungo A. ochraceus. a)Testemunha geral ¢
b) extrato do fungo obtido com etanol............cccccceevuennennn. 63
FIGURA 5 Ag3o de metabolitos de C. cladosporioides sobre a
esporulagdo do fungo A. niger. a)Testemunha geral ¢ b)
extrato do fungo obtido com metanol............ccccceevvverireennen. 66
FIGURA 6 Ac2o de metabolitos de C. Cladosporioides sobre a
esporulagdo do fungo A. niger. a)Testemunha geral e b)
extrato do fungo obtido com acetato de etila..........c..c......... 66
FIGURA 7 Ac2o de metabolitos de C. cladosporioides sobre a
esporulagdo do fungo A. niger. a)Testemunha geral e¢ b)
extrato do fungo obtido com DMSO..........cccceevvveviverirennennne. 66
FIGURA 8 Acgdo de metabolitos de C. cladosporioides sobre a
esporulagdo do fungo A. niger. a)Testemunha geral ¢ b)
extrato do fungo obtido com etanol............ccceeeveeeveeereennnen. 67
FIGURA 9 Acgdo de metabolitos de C. cladosporioides sobre a

esporulagdo do fungo Fusarium sp. a)Testemunha geral e

il



FIGURA 10

FIGURA 11

FIGURA 12

FIGURA 13

FIGURA 14

FIGURA 15

FIGURA 16

FIGURA 17

FIGURA 18

b) extrato do fungo obtido com DMSO...........cccccvevvirvennns
Foto de uma placa com Fusarium apés agdo do metabdlito
extraido com ACOEL.......cccoviiiiiieeieeeee e
Acdo de metabolitos de C. cladosporioides sobre a
esporulagdo do fungo Fusarium sp. a) Testemunha geral e
b) extrato do fungo obtido com etanol...............ccceeuvrenennnee.
Acdo de metabolitos de C. cladosporioides sobre a
esporulag¢do do fungo Fusarium sp. a)Testemunha geral e
b) extrato do fungo obtido com metanol...............cccuveeneee.
Ac¢do de metabolitos de C. cladosporioides sobre a
esporulagdo do fungo Penicillium sp. a) Testemunha geral
e b) extrato do fungo obtido com DMSO........c.ccccevenennnenn
Ac¢do de metabolitos de C. cladosporioides sobre a
esporulagdo do fungo Penicillium sp. a) Testemunha geral
e b) extrato do fungo obtido com Me(OH)...........c.ccveeenneen.
Acdo de metabolitos de C. cladosporioides sobre a
esporulag@o do fungo Penicillium sp. a) Testemunha geral
e b) extrato do fungo obtido com acetato de etila.................
Acdo de metabolitos de C. cladosporioides sobre a
esporulag@o do fungo Penicillium sp. a) Testemunha geral
e b) extrato do fungo obtido com Et(OH)..........ccccevvevveennenn.
Microfotografia em microscopio Otico do teste de
germina¢do do fungo A. ochraceus como a) testemunha
geral b) na presenga de extrato de C. cladosporioides
extraido com ACOEL .......cccooiiiiiiiiiiieee e,
Microfotografia em microscopio otico do teste de
germinag¢do do fungo A. niger como a) testemunha geral b)

na presenca de extrato de C. cladosporioides extraido com

v

69

69

69

71

72

72

72

74



FIGURA 19

FIGURA 20

FIGURA 21

FIGURA 22

FIGURA 23

FIGURA 24

FIGURA 25

Microfotografia em microscopio Otico do teste de
Germinagdo do fungo Fusarium sp. a) testemunha geral b)
na presenga de extratode C. cladosporioides extraido com
MELANOL......eiieiiiiieiee e

Microfotografia em microscopio otico do teste de
germinagdo do fungo Fusarium sp. a) Testemunha geral e
b) na presen¢a de extrato de C. cladosporioides extraido
COM MELANOL....eouiiiiiiiiiiieeee e
Analise comparativa da esporulacdo dos fungos com os
extratos de C. cladosporioides + extratores; extratores e
testemunha geral, para os fungos estudados...........cccceu.......
Anadlise comparativa da germinagdo dos fungos com os
extratos de C. cladosporioides + extratores; extratores e
testemunha geral, para os fungos estudados............ccccecuc.ee.
Minima concentragdo inibitéria dos metabdlitos extraidos
de extratos de C. cladosporioides.Metaboélito A - extragdo
com AcOEt; metabolito C - extragdo com DMSO;
metabolito B - extragdo com Et(OH) e metabolito A -
extragdo com Me(OH), para o fungo A. ochraceus..............
Minima concentragdo inibitéria dos metabdlitos extraidos
de extratos de C. cladosporioides. Metabolito A - extragdo
com AcOEt; metabdlito C - extracio com DMSO;
metabdlito B - extracdo com Et(OH) e metabolito A -
extragdo com Me(OH) para o fungo A. Niger..........ccov...n.
Minima concentra¢do inibitoria dos metabodlitos extraidos
de extratos de C. cladosporioides. Metabolito A - extragdo

com AcOEt; metabdlito C - extracio com DMSO;

78

80

81

82

100

103



FIGURA 26

metabolito B - extragdo com Et(OH) e metabolito A -
extragdo com Me(OH) para o fungo Fusarium sp................
Minima concentragdo inibitéria dos metabdlitos extraidos
de extratos de C. cladosporioides.Metabodlito A - extragdo
com AcOEt; metabdlito C - extracio com DMSO;
metabdlito B - extragdo com Et(OH) e metabolito A -

extragdo com Me(OH) para o fungo Penicillium sp.............

vi



RESUMO

SOUZA, Luciana Pereira de. Potencial antifungico de extratos de
Cladosporium cladosporioides (Fres) de Vries. 2010. 110 p. Dissertagdo
(Mestrado em Microbiologia Agricola) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras.*

A influéncia de microrganismos na qualidade do café¢ ¢ estudada,
geralmente, por meio de pesquisas com o fungo de género Cladosporium. Este
fungo estd associado a bebidas de boa qualidade, o que despertou o interesse
para sua utilizagdo como agente antagonista aos fungos deletérios a qualidade
do café. Este trabalho foi realizado com o objetivo de determinar o efeito de
extratos de C. cladosporioides em meio BD acrescido com extratores (metanol,
etanol, dimetil sulfoxido e acetato de etila) e suas atividades contra fungos
prejudiciais a qualidade do café. Testes de esporulagdo foram realizados com
extratos e extratores e seus efeitos contra os fungos Aspergillus niger,
Aspergillus ochraceus, Fusarium sp. e Penicillium sp. Avaliaram-se alteragdes
nas caracteristicas morfologicas dos fungos, tais como alteragdes na cor, no
tamanho e na produgdo de esporos. Testes de germinacdo também foram
desenvolvidos, a fim de se encontrar o extrator que apresentou melhor resultado
na inibigdo da germinag¢do dos fungos. O delineamento foi inteiramente
casualizado, com seis repeti¢oes e dez repetigdes, para testes de esporulacdo e
germinagdo, respectivamente. Os testes in vitro demonstraram o potencial dos
metabdlitos obtidos a partir de extragdes realizadas com diferentes extratores,
sendo, para esporulacdo e germinagdo de A. ochraceus, a partir de metabdlitos
de Cladosporium cladosporioides extraidos com metanol, atividade de 83% e
31%, respectivamente; para A. niger, taxa de 54% e 60%; para metabdlitos
extraidos com AcOEt, para Fusarium sp., atividade de 87% e 40%,
respectivamente e para metabdlitos extraidos com metanol 79% e 19%,
respectivamente, para o fungo Penicillium sp.

*Qrientadora: Sara Maria Chalfoun
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ABSTRACT

SOUZA, Luciana Pereira de. Antifungal activity of extracts of
Cladosporium cladosporioides (Fres) de Vries. 2010. 110 p. Dissertation
(Master’s degree in Agricultural Microbiology) - Federal University of Lavras,
Lavras.*

The influence of microorganisms on the quality of coffee is usually
studied through researches with the fungi of the genus Cladosporium, which is
associated with good quality drinks. This work was carried out to determine the
effects of the C. cladosporioides medium BD extracts increased with extractors
and their activities against fungi quality of coffee. Sporulation tests were
carried out with extractors and their effects against the fungi Aspergillus niger,
Aspergillus ochraceus, Fusarium sp and Penicillium sp. We evaluated changes
in morphological characteristics of fungi such as changes in color, size and
spore production. Germination tests were also developed to meet the extractor
that showed better results in the inhibition of germination fungi. The designed
was totally randomized with six replicates and ten replicates for testing and
sporing germination respectively. In vitro tests have demonstrated the potential
of the metabolites obtained from extractions performed with different extracts,
and for sporulation and germination of A. ochraceus from metabolites of
Cladosporium cladosporioides extracted with methanol, the activity of 83% and
31% respectively, for A. niger, a rate of 54% and 60% for metabolites extracted
with EtOAc to Fusarium sp., activity of 87% and 40% respectively and
metabolites extracted with methanol 79% and 19%, respectively, for the fungus
Penicillium sp.

*Adviser: Sara Maria Chalfoun
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CAPITULO 1



1 INTRODUGCAO GERAL

O café ¢ um dos principais produtos agricolas da exportagdo brasileira,
destacando-se a regido sul do estado de Minas Gerais como produtora de bons
cafés. Dentre os fatores que afetam a qualidade, fungos dos géneros Aspergillus,
Fusarium e Penicillium tém merecido destaque nas tultimas décadas, tanto por
alteragdes sensoriais, quanto pela produgdo de toxinas que podem prejudicar a
saude do consumidor. A qualidade do café pode ser influenciada por diversos
fatores, entre ecles, a espécie, a cultivar utilizada, o manejo da lavoura, o
processamento e, principalmente, como se vem constatando, a presenca de
microrganismos, destacando-se os fungos.

Os fungos estdo distribuidos amplamente na natureza ¢ sdo
contaminantes comuns dos alimentos, grios e ragdes que, por apresentarem
nutrientes como carboidratos, proteinas e lipideos, constituem um substrato
adequado para o desenvolvimento de microrganismos (Gourama & Bullerman,
1995). Determinados fungos contaminantes de produtos agricolas produzem
metabolitos secundarios toxicos denominados micotoxinas, que podem provocar
intoxicagdes em seres humanos e animais

Dessa maneira, a caracterizacdo e a identificacdio de fungos
contaminantes de alimentos s3o essenciais para o controle da contaminagao por
essses microrganismos e da possivel producao de micotoxinas. Os fungos podem
influenciar a qualidade do café de duas maneiras bem distintas, que sao:
produzindo metabolitos toxicos ao homem, conhecidos como micotoxinas,
destacando-se a ocratoxina A, que ja limita a exportacdo em alguns paises ou
agindo sobre os grdos, influenciando as caracteristicas sensoriais do produto.
Dentre os fungos que afetam negativamente a qualidade, destacam-se os géneros
Fusarium, Aspergillus e Penicillium, tanto por alteragdes na bebida quanto pela

produgdo de micotoxinas.



A influéncia benéfica de microrganismos na qualidade de varios
produtos é bastante conhecida, como no caso dos queijos, vinhos e outras
bebidas. Porém, a influéncia de microrganismos que afetam a qualidade do café
se limita a relatos do fungo Cladosporium associado a bebidas de boa qualidade
(Carvalho et al.1989a; Alves, 1996; Meirelles 1990). Cladosporium tem sido
relatado associado a cafés de boa qualidade em varias regides, o que despertou o
interesse para o seu uso como agente de antagonista aos fungos deletérios a
qualidade do café.

A utilizacdo de fungicidas quimicos ¢ um dos métodos mais utilizados
para controlar as doencas de plantas. Entretanto, ha grande limitagdo em relagdo
a aspectos de seguranca dos mesmos, em fungdo dos possiveis efeitos
carcinogénicos e teratogénicos, bem como toxicidade residual (Skandamis et al.,
2001; Eckert et al., 1994). Soma-se a este fato a preocupante realidade do
progressivo surgimento de cepas microbianas resistentes a antimicrobianos em
todos os campos de estudo da microbiologia, resultado da utilizagdo abusiva
desses compostos que exercem pressdo para o surgimento do fenémeno de
resisténcia (Andremont, 2001).

Com base nesses critérios, objetivou-se, com a realizagdo deste trabalho,
realizar a extracdo de substincias bioativas obtidas de microrganismos com
efeitos antagdnicos sobre fungos toxigénicos deterioradores da qualidade e
patogénicos ao cafeeiro. O objetivo especifico foi avaliar o efeito de metabolitos
extraidos do fungo Cladosporium cladosporioides, por meio de testes de
esporula¢do e germinagdo contra os fungos Aspergillus ochraceus, Aspergillus
niger, Fusarium sp. e Penicillium sp., além de determinar a concentragdo
minima inibitéria de metabolitos extraidos de Cladosporium cladosporioides

para cada fungo estudado.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fungos associados a frutos e graos de café

O fruto de café maduro contém, especialmente no mesocarpo
mucilaginoso, agucares simples, polissacarideos, minerais, proteinas e lipideos,
entre outros compostos. Constitui, assim, excelente meio de cultura para o
crescimento de bactérias, fungos filamentosos e leveduras (Amorim & Silva,
1968), que produzem suas proprias enzimas € agem sobre 0s componentes
quimicos da mucilagem, principalmente sobre os agucares, fermentando-os e
produzindo alcool, que ¢ desdobrado em acido latico, acido acético, acido
propidnico, acido butirico e outros acidos carboxilicos superiores.

A partir da producdo de acido butirico, sdo produzidos os compostos
responsaveis pelos sabores indesejaveis (Carvalho & Chalfoun, 1985).

Os primeiros relatos da influéncia de fungos na qualidade de café datam
de 1936, quando Krug (1940a) verificou, através de lupa de bolso em amostras
de cafés ardidos, a presenga de um fungo de micélio avermelhado, identificado,
inicialmente, como do género Fusarium. A partir dai, esse pesquisador deu
inicio a uma série de trabalhos sobre a origem dos cafés duros. Inicialmente, ele
estudou a influéncia dos cafés de varrigdo na qualidade da bebida, verificando
uma relagdo entre bebidas de ma qualidade e a presenca de grdo de varrigdo,
bem como aumento do fungo de micélio avermelhado, identificado como
Fusarium concolor (Krug, 1940a).

Krug (1940b) estudou a microbiota de graos de café nos estadios de
cereja, seco no pé e seco no chao e verificou porcentagem de 0%, 13% e 20% de
bactérias e 0%, 2% e 13%, para fungos, respectivamente. Sobre a diferenca na
qualidade do café¢ de diferentes regides, Krug (1940c) fez um levantamento e
verificou maior porcentagem do fungo Fusarium concolor em bebidas de pior

qualidade.



Dentre os microrganismos que incidem sobre os frutos de café
encontram-se os fungos filamentosos associados a processos fermentativos que
ocorrem durante as fases de desenvolvimento dos frutos até a fase pos-colheita,
muitas vezes prejudicando a composigdo final do grdo. Os géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium sdo os mais frequentemente associados com micotoxinas
que ocorrem em cereias, graos € sementes, em niveis que tornam os alimentos
improprios para 0 consumo.

Estudando os fungos filamentosos em diferentes estadios de maturagdo,
Alves & Castro (1993) isolaram os géneros Colletotrichum sp. e Phoma sp. dos
estadios de maturagdo verde-cana e cereja e Cercospora sp. apenas na fase
verde-cana, atribuindo a auséncia desses fungos nas fases posteriores como
consequéncia do fato de géneros como Fusarium, Penicillium e Cladosporium
aproveitarem-se das injirias provocadas nos frutos pelos primeiros para
penetrarem e colonizarem os tecidos mais rapidamente.

O género Fusarium foi encontrado em todos os estadios de maturacéo,
com maiores percentagens verificadas nos estadios cereja, passa seco no pé € no
chdo. Penicillium sp. presente em todas as fases apresentou maior percentagem
no café beneficiado, talvez por suportar baixa umidade (condicdo de
armazenamento). Cladosporium sp. também foi isolado em todas as fases,
porém, com maior incidéncia nas fases passa e seco no pé.

As espécies Aspergillus niger e A.ochraceus, segundo o autor,
relacionadas com bebida de pior qualidade, foram encontradas a partir do estadio
passa, com maior incidéncia nas fases chdo e café beneficiado.

Da mesma forma, Taniwaki et al. (2003) isolaram fungos filamentosos
de graos de Coffea arabica L. provenientes de trés regides do estado de Sao
Paulo, nos estadios de maturagdo cereja, passa, terreiro e tulha, encontrando

Penicillium, Fusarium, Aspergillus niger e Aspergillus ochraceus. A frequéncia



de Aspergillus ochraceus foi menor em graos de arvore e solo ¢ maior na fase de
secagem, onde houve predominio dessa espécie.

A influéncia de microrganismos na qualidade do café ¢ estudada por
meios de pesquisas com o fungo de género Cladosporium, que esta associado a
bebidas de boa qualidade (Carvalho et al., 1989; Chalfoun et al., 2007).

Em estudos sobre a incidéncia de fungos em graos de café provenientes
de 31 paises, foi verificada alta infestacdo em graos sem desinfestacao
superficial dos graos com hipoclorito de sodio a 5,0%, tendo sido constatado que
a contaminac¢do interna era maior nas amostras dos paises africanos ¢ asiaticos.

Em levantamento da ocorréncia de populacdo fungica associada a graos
de café de seis localidades do estado de Minas Gerais, Alves (1996) verificou a
presenga de fungos do género Fusarium, Penicillium, Cladosporium, Mucor e
Aspergillus. Os fungos Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger, Aspergillus
flavus e Fusarium sp. estavam associados a bebidas de ma qualidade, enquanto
Cladosporium associava-se a boas bebidas. O autor verificou, em diferentes
estadios de desenvolvimento dos frutos do cafeeiro e em diferentes intensidades,
os fungos Colletotrichum sp., Phoma sp., Fusarium sp., Cladosporium sp. e
Penicillium sp., em duas localidades do municipio de Lavras, tradicionalmente
produtoras de café de boa e ma qualidade, confirmando maior intensidade de
Cladosporium sp. na primeira.

A incidéncia de populagdes fungicas associadas a qualidade de bebida de
café na Zona da Mata Mineira foi investigada por Fernandes (2000). Na
sucessdo de fungos em frutos de café, este autor verificou a presenca
Colletotrichum, Fusarium, Cercospora e Cladosporium, em diferentes
intensidades. Avaliando a flutuagdo das populagdes fungicas, verificou
Cercospora e Cladosporium aumentando de fevereiro a mar¢o e uma

estabilidade de Colletotrichum e Fusarium, no dossel das plantas de café.



Silva (2000) realizou um levantamento da diversidade microbiana de
cafés em diferentes estadios de maturagdo e identificou como sendo
predominante Cladosporium (45,9%), seguido de Fusarium (38,8%), Apergillus
(2,2%) e Penicillium (13,1%).

Os fungos Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Penicillium spp e Fusarium spp. estdo relacionados com cafés de bebida inferior
(Carvalho et al., 1989b; Meireles, 1990; Alves, 1996; Freitas, 2000). Um
provavel efeito desses microrganismos seria a producdo de enzimas que, agindo
sobre a mucilagem do fruto, produziriam alcool que, desdobrado a &cido acético,
latico, butirico e outros acidos carboxilicos, comprometeriam a qualidade da
bebida (Carvalho et al., 1989a).

Dentre os fungos associados a grdos de café, o Cladosporium
cladosporioides, um ascomiceto da ordem Eurotiales (Kirk et al., 2001), ¢
frequentemente encontrado e tem sido associado aos cafés de melhor qualidade,
classificados como de bebida dura e mole, de acordo com Meirelles (1990),
citado por Carvalho et al. (1989a) e Pereira (2001). O Cladosporium
cladosporioides ¢ um fungo entomopatogénico de ocorréncia natural, também
utilizado amplamente no controle bioldgico de diversas espécies de insetos. E
considerado um fungo endofitico, vive no interior dos grdos sem causar danos
aos mesmos e esta largamente disseminado no ar e na matéria organica. Segundo
Pereira et al. (2001), o fungo Cladosporium sp. tem sido relatado associado a
cafés de boa qualidade em varias regides, o que despertou o interesse para o seu

uso como agente antagonista aos fungos deletérios a qualidade do café.

2.2 O género Cladosporium
O género foi descrito, pela primeira vez, em 1815, por Link. Tem,

aproximadamente, 500 espécies, sendo 15 de ocorréncia comum. Cladosporium



¢ um Ascomyceto mitosporico, subfilo Pezizomycota, classe Dothideomycetes e
familia Mycosphaerellaceae (Kirk et al., 2001).

O fungo apresenta colonias efusas ou ocasionalmente puntiformes
frequentemente de coloracdo verde oliva, podendo ser cinza, amarelo-claro,
marrom, negro ou parda, de textura aveludada ou flocosa. O micélio pode ser
imerso ou superficial; estroma algumas vezes presente, sem hifopodiso ou setas
(Kirk et al., 2001).

A célula conidiogénica é poliblastica, normalmente integral, terminal e
intercalar, muitas vezes discreta, simpodial, mais ou menos cilindrica
cicatrizada, com marcas normalmente proeminentes. Os conidios sdo
frequentemente em cadeias ou solitarios nas espécies de conidios grandes. As
cadeias ramificadas formam conideossacropetais, simples, cilindricos grandes,
doliformes, elipsoides, fusiformes, ovoides, esféricos ou subsféricos,
frequentemente com uma cicatriz protuberante basal ou proximo a ela, de
coloracdo marrom-olivacea a preto, verrugoso ou equinulado, com 0 a 3 septos
ou mais (Ellis, 1971, 976). Em frutos e grdos de café, o fungo é, normalmente,
encontrado, porém, sem a descri¢do das espécies.

Os relatos de Cladosporium sp. associados a bebidas de boa qualidade
(tipo mole e dura) s3o amplos (Carvalho et al., 1989b; Alves, 996; Meirelles,
990). Entretanto, a influéncia desse fungo na qualidade e a sua relagdo com os
outros microrganismos ainda ndo foram estudadas e o seu esclarecimento pode
conduzir a sua utilizagdo como potencial agente de controle bioldgico.

Um provavel mecanismo de a¢do de Cladosporium seria um consumo
muito rapido do substrato presente no fruto (mucilagem), impedindo ou
amenizando o estabelecimento de outros fungos. Esta agdo impediria, entdo, a
ocorréncia de fermentagdes indesejaveis, como a butirica e a propionica, devido

a falta de substrato.



O primeiro relato de Cladosporium em grdos de café foi feito por
Bitancourt (1957), que observou Cladosporium com comportamento diferente
de outros fungos, ndo sendo encontrado no terreiro, mas no campo, até o estagio
de seco no pé. Na regido de maior umidade relativa, a incidéncia de
Cladosporium foi menor e a quantidade da bebida pior, ocorrendo o inverso com
a regido de clima seco. Meirelles (1990) tratou graos de café com benomyl ou
hipoclorito, condicionando-os em sacos de algoddo e verificou menor
porcentagem de Cladosporium nos grios. Ferreira (1989) relata na regido de
Vigosa, MG, uma espécie de Cladosporium hiperparasitando Prospodium
bicolor (ferrugem-do-ipé€) em sua fase inicial. Em condi¢des de umidade, este
fungo foi encontrado amplamente nas esporulagdes de ferrugem.

Apesar de os estudos sobre a microbiota dos graos e frutos do café e a
sua influéncia na qualidade da bebida serem antigos, somente a partir da década
de 1990 comegaram a surgir estudos mais aprofundados sobre as popula¢des de

microrganismos, buscando esclarecer os fatores relacionados.

2.3 Dinamica de colonizacéo de Cladosporium cladosporioides em frutos de
café

A dinamica de colonizagdo de Cladosporium cladosporioides ¢ tipica
dos fungos saprofitas. Externamente, o fungo ocorre sobre o fruto durante todas
as fases do desenvolvimento. Inicialmente, nos meses de outubro até margo, com
os frutos nos estagios de chumbinho até verde-cana, essa colonizagdo é menos
intensa, ndo excedendo 25% dos frutos.

Este fato se deve, principalmente, a presenga de produtos fendlicos no
fruto, como o tanino, que apresenta acdo fungitdoxica (Pimenta, 1995). A partir
do més de abril, a colonizagdo comeca a se acentuar, atingindo o indice méximo

nos meses de maio e junho, quando o café ja se encontra em estado de



maturagdo avangado, chamado cereja. Estas observagdes estdo de acordo com as
de Alves & Castro (1998), que relataram Cladosporium colonizando, além das
cerejas, os frutos no estadio de passa. Internamente, o fungo comeca a se
manifestar a partir de margo, quando o fruto inicia sua maturagdo; a partir do
més de abril, o fungo é encontrado facilmente na comunidade externa do grao.

Os graos utilizados para a analise ndo apresentavam qualquer sintoma de
lesdo provocada por fungos ou pragas, o que pode evidenciar o carater
endofitico de Cladosporium cladosporioides. O fungo foi encontrado em folhas
de heliconias, como endofitico, principalmente quando as folhas iniciam a
senescéncia (Pereira, 1993). A mesma observagdo foi feita para folhas de
cafeeiros sadios (Chaves et al., 2002).

A dificuldade de deteccdo de Cladosporium cladosporioides nas fases
iniciais de desenvolvimento dos frutos pode estar relacionada ao impedimento
de sua manifestagdo, pela inibi¢do pelos proprios compostos do fruto ou pela
presenga de outros como fungos, como Phoma jolyana var. jolyana Pirozynki e
Morgan-Jones, que estava presente na maioria dos graos em estadio verde cana.
O aumento gradual do fungo coincide com a conversdao dos compostos fenolicos
em acucares, facilitando a coloniza¢do interna do fruto.

No cafeeiro, o controle da ferrugem e da cercosporiose coincide com o
periodo de colonizagdo de Cladosporium sp. sobre os frutos desta cultura. Ha
uma sucessao enorme de fungos que se associam aos frutos do cafeeiro nos seus
diferentes estagios de maturacdo. Outros relatos a respeito da associagdo fungo e
qualidade sdo encontrados nos trabalhos de Meirelles & Pereira (2001).

Dentre os fungos associados a grios de café, o Cladosporium
cladosporioides ¢ frequentemente encontrado e tem sido associado aos cafés de
melhor qualidade, classificados como de bebida dura ¢ mole, de acordo com

Carvalho et al. (1989), citados por Meirelles (1990) e Pereira (2001).



2.4 Agentes de controle biolégico

O uso intensivo de agroquimicos tem causado diversos problemas. Entre
eles, pode-se citar a resisténcia de pragas a inseticidas, exigindo um aumento da
concentragdo e do numero de aplicagdes. Esse fato concorre para a
contaminacdo do solo, da planta, da agua, do homem e de todos os
microrganismos vivos e inimigos naturais que fazem parte do agroecossitema.
Esses problemas tém reforcado a necessidade de adocdo de manejo mais
racional e, entre as praticas preconizadas, pode-se destacar a utilizacdo do
controle biologico (Robbs & Bittencourt, 1998; Alves et al., 2001).

Atualmente, o uso de controle bioldgico vem assumindo importancia
cada vez maior em programas de manejo integrado de pragas, num momento em
que se discute a producdo integrada rumo a uma agricultura sustentavel (Parra et
al., 2002). Para Vendramim (2002), o sistema mais adequado para o controle de
pragas baseia-se no controle integrado com a utilizagdo de métodos harmoniosos
de diferentes técnicas, em consonancia com principios ecologicos, economicos e
sociais, com o0 objetivo de manter os organismos-praga abaixo do nivel de dano
econdmico.

O controle biologico de patogenos em pos-colheita data de 1953, quando
Gutter e Littauer demosntraram a agdo antagonista de Bacillus subtilis contra
patégenos de frutos de citros (Wilson & Chalutz, 1989, citados por
Kretzschumar, 1991). Porém, somente a partir da década de 1970
intensificaram-se os trabalhos de pequisa sobre o tema, na busca de
microrganismos com potencial de biocontrole em condi¢des de armazenamento
¢ estudos sobre o seu modo de agdo (Kretzschmar, 1991). O campo de pesquisa
na area de controle biologico de patdgenos tem avangado e algumas experiéncias

mais recentes merecem destaque (Quadro 1).
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QUADRO 1 Experiéncias de controle bioldgico em pds-colheita

Cultura Patégeno Microrganismo de Referéncia
biocontrole
Maca Botrytis cinerea Aureobasidium (Castora et al.,
pullulans 2001)
Maga Penicillium Candida sake (Usall et al.,
expansum 2001)
Maca Penicilliun Pseudomonas (Leverentz et al.,
expansum siringae e | 2000)
leveduras
Gréo de trigo Penicillium spp. Pichia anomala (Boysen et al.,
2000)
Milho Fusarium Fusarium (Rheeder et al.,
graminearum  F. | moniliforme 1990)
subglutinans

A maioria dos trabalhos realizados com controle biolégico em pos-
colheita tem sido com frutas, principalmente aquelas armazenadas sob baixas
temperaturas. Poucos sdo os trabalhos com grdos mantidos em temperatura
ambiente, como ocorre com o café (Kretzchmar, 1991), que ¢ colhido na forma
de fruto fresco e sofre processamento, visando, principalmente, a perda de agua
e das estruturas indesejaveis, sendo o produto final um grdo. Ha caréncia de

estudos sobre os fungos deletérios a bebida e sua atuacdo durante o periodo de
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frutificacdo e pos-colheita. O uso de um agente de biocontrole, neste caso,
deveria estar associado ao produto o maior tempo possivel.

Existem duas condigdes basicas para o uso de biocontrole em pods-
colheita. Pode-se manejar a microflora natural do ambiente ou introduzir outros
microrganismos (Wilson & Wisniewski, 1989). Ainda segundo os mesmos
autores, um bom agente de controle bioldgico deve: a) ser geneticamente
estavel; b) ser efetivo em baixas concentragdes; ¢) nao ser fastidioso; d) ser habil
no desenvolvimento em diveras condigdes ambientais; e) ser eficaz contra uma
ampla gama de patégenos; f) ter crescimento satisfatério em meios baratos; g)
ser facilmente transportado e armazendo; h) ndo produzir metabdlitos
secundarios que possam ser deletérios a humanos; 1) ser resistente a pesticidas; j)
ser compativel com outros tratamentos quimicos e fisicos do produto e K) ndo
ser patogénico ao hospedeiro.

Com base nos critérios, Cladosporium pode ser considerado, em uma
analise inicial, como um potencial agente antagonista de fungos prejudicias a
qualidade do café.

A selecdo e o isolamento do antagonista constituem as fases mais
importantes quando se busca um agente de controle biolégico (Wilson &
Chalutz, 1989). No caso do biocontrole em frutos, o agente de controle biologico
pode ser buscado tanto no proprio fruto quanto na filosfera da planta, que
apresenta um ambiente geralmente semelhante. Deve-se proceder a um amplo
isolamento de microrganismos potenciais, teste in vitro simples para a selec¢ao
inicial e aprofundamento dos testes nos microrganismos com melhor potencial.

Os mecanismos de interagdo antagonista entre microrganismos
patogénicos e fungos antagonistas com a planta sdo semelhantes as interacdes
em poés-colheita e podem ser divididos em antibiose, competi¢cdo, parasitismo,

predagdo, hipoviruléncia e inducdo de defesa do hospedeiro.
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A antibiose baseia-se na produgdo de substancias com efeito fungicida
ou fungistatica, bactericida ¢ nematicida. Essas substancias sdo produzidas pelos
organismos antagonistas como um mecanismo de protecdo a sua sobrevivéncia,
diante dos demais microrganismos existentes na microflora que ocupa.Embora
exista essa divisdo, um agente antagonista pode atuar por meio de um ou mais
mecanismos e, quando se tem esta condigdo, maiores sdo as chances de éxito no
controle.

Dentre os mecanismos de atuagdo de Cladosporium cladosporioides, a
competicdo, que se refere a interagdo entre dois ou mais organismos
empenhados na mesma agdo, € o mais provavel, devido a sua ampla faixa de
adaptacao natural e também a sua rapida capacidade de colonizar o substrato. No
entanto, a antibiose, que € a inibicdo dos microrganismos pela acdo de um ou
mais metabolitos produzidos por outro organismo, também pode estar envolvida.

Entre os microrganismos produtores de antibidticos e utilizados no
controle bioldgico de doengas de plantas, tem-se o Bacillus subtilis (Sanhueza,
1987), bactéria que produz enorme gama de antibidticos, tais como
micosubtilina, bacillomicina, bacilizina e funginicina e bulbiformina os quais
exibem a capacidade de inibir vasta gama de bactérias e fungos fitopatogénicos
(Dunleavy, 1955).

Por sua vez, os fungos do género Trichordema spp. também produzem
antibioticos de varios tipos, porém, nem todas as espécies de fungos tém agdo de
antibiose, pois se valem de outros mecanismos no biocontrole de plantas
(Sanhueza, 1991).

Um dos mais famosos produtos de uso comercial para o controle da
galha da coroa das rosaceas € derivado de bactérias do género Agrobacterium.
Neste caso, a bactéria A. radiobacter produz uma substincia antibidtica chamada

bactericina, que é capaz de controlar a A. tumefaciens.
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O mecanismo de parasitismo ou hiperparasitismo por microrganismos
consiste na degradacdo da parede celular ou de estruturas de resisténcia dos
fungos fitopatogénicos, com posterior penetragdo no fungo e absor¢do do
contetido celular (Chet, 1987, 1990). Elad et al. (1982) demonstraram que as
enzimas celulase e beta 1-3 glucanase sdo produzidas por Trichordema spp.,
quando o fungo hiperparasita a parede celular de Pythium sp. e que enzimas,
como quitinase e beta 1-3 glucanase, sdo produzidas quando o fungo ¢ colocado
em presenga de Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii. Este mecanismo também
parece estar relacionado com o fungo Cladosporium cladosporioides, em relagido
a fungos associados a frutos de café.

A competicao ¢ praticamente o mecanismo que coordena a existéncia de
todos os demais mecanismos de biocontrole, pois, o que leva um microrganismo
a controlar outro ¢ exatamente a necessidade de sobrevivéncia em determinado
habitat e essa competicdo confere, muitas vezes, o equilibrio entre a populagdo
de patdgenos.

O fenémeno do controle biolégico por meio da competicdo envolve,
principalmente, a disputa por nutrientes e espago. A velocidade de crescimento,
bem como a eficiéncia na absor¢do de determinadas formas de carbono,
nitrogénio e outros nutrientes minerais, determina a sobrevivéncia dos
microrganismos em alguns ambientes, assim como a sucessdo de populagdes

(Paulitz, 1990) citam também a existéncia de compostos volateis
produzidos, tanto por microrganismos quanto pelas plantas, os quais podem
atuar tanto inibindo como estimulando a germinagdo e o desenvolvimento de
patogenos flungicos, sendo este um importante mecanismo de controle dos
fungos de solo.

Leong (1986) demonstrou a existéncia de um composto denominado

sideréforo, produzido por Pseudomonas fluorescens, o qual apresenta efeito
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quelante por Fe™. O siderdforo torna o ferro indisponivel aos demais
microrganismos que ndo disponham dos mecanismos de quelatinacao.

Lockwood (1984) faz uma séria critica ao controle bioldgico utilizado
atualmente, ou seja, ele discorda do uso de apenas um Unico microrganismo no
processo de biocontrole. Na natureza, o que ocorre ¢ uma interacdo de varias
populagdes microbianas e, muitas vezes, os organismos envolvidos ndo passam
de saprofitas e que, de maneira direta, competem por espago e nutrientes, tanto
no solo, como na rizosfera e no filoplano.

Windels & Lindow (1985) relatam o caso do coffee berry disease, ou
CBD do cafeeiro, causado por Colletotrichum coffeanum e ainda inexistente no
Brasil. Nos paises onde a doenca ocorre, foi observado que as aplicagdes de
fungicidas, em especial os ctpricos, aumentavam a incidéncia e a severidade da
doenga. Esse fato foi explicado com base na observagdo de que o controle
biologico de Colletotrichum era devido, principalmente, a competicdo por
nutrientes (em especial agicares) com a microflora natural (leveduras) das
folhas.

Em concordancia com as observagdes acima, Tokeshi (1991) afirma que,
somente retornando a um equilibrio tanto ao nivel de nutricdo, como ocorre nos
centros de origem ou mesmo florestas, assim como o restabelecimento de uma
micloflora estavel e competidora, ¢ que se poderdo obter resultados satisfatorios
no controle bioldgico de doengas. Desse modo, o manejo integrado de todos os
fatores de controle é de vital importancia para a manutengdo e o retorno do

equilibrio biologico perdido.

2.5 Produtos naturais e biodiversidade
A busca por novos produtos para as industrias farmacéuticas e
agroquimicas € um processo que requer otimizagdo continua. A quimica

combinatoria e os ensaios em larga escala (“high-trougput screening” ou HTS)
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tém revolucionado os processos de descoberta de farmacos nas industrias
farmacéuticas, em que os programas envolvendo produtos naturais perderam
énfase. Entretanto, como o impacto esperado dessas novas tecnologias na
produtividade ndo tem sido materializado (Newman, 2003), os produtos naturais
permanecem como a estratégia de maior sucesso para a descoberta de novos
farmacos (Harvey, 2000) e como importante ferramentas para o entendimento da
logica de rotas biossintéticas (Clardy & Walsh, 2004).

Os produtos naturais tém varias vantagens que justificam sua
importancia para a descoberta de novos fairmacos, entre elas:

. enorme diversidade quimica com complexidade
estrutural e poténcia biologica (Verdine, 1996);

. diversas fontes de produtos naturais sdo ainda pouco
exploradas, em que novas estratégias de descoberta podem levar a novos
compostos bioativos (Henkel et al., 1999);

. pesquisa com produtos naturais tem levado a descoberta
de novos mecanismos de agdo de farmacos (Urizar et al., 2002);

. sd0 poderosas ferramentas bioquimicas, servindo como
guia para a biologia molecular e quimica e a investigagdo das fungdes
celulares;

. podem guiar o desenho de novos compostos sintéticos

(Breibauer et al., 2002).

A diversidade de grupos funcionais e a arquitetura das moléculas obtidas
nos produtos naturais durante os processos de biossintese contribuem com a
sintese ¢ a quimica medicinal nas estratégias para a busca de compostos
bioativos e também para a busca de ligantes seletivos de alvos celulares (Clardy

& Walsh, 2004).
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Comparando-se as principais fontes fornecedoras de compostos
prototipos de novos farmacos (sintese organica, produtos naturais, quimica
combinatoria e colegdes virtuais de compostos), a mais ampla diversidade
quimica esta associada as substancias de origem natural (Harvey, 2000).

Com a continua necessidade de novos prototipos para ensaios contra um
numero crescente de alvos moleculares, a diversidade quimica dos produtos
naturais permanece altamente relevante para a descoberta de produtos (Harvey,
2002), uma vez que a natureza estd continuamente desenvolvendo a sua versao
de quimica combinatéria, fornecendo estruturas ricas em estereoquimica, anéis
concatenados e grupos funcionais reativos (Verdine, 1996). Contudo, a
complexidade de muitos produtos naturais pode limitar as caracteristicas para as
modificagdes quimicas que venham otimizar a obtengdo de novos compostos
bioativos (Clardy & Walsh, 2004).

E indiscutivel que os produtos naturais desempenham papel fundamental
nos processos de busca de novos prototipos e, como exemplo, podem-se citar as
estatinas, medicamentos mais vendidos atualmente, os anti-hipertensivos
antagonistas da agiotensina e inibidores da enzima conversora de angiotensina,
ampla variedade de imunossupressores e também a grande variedade de agentes
antineoplasicos e antimicrobianos disponiveis no mercado que fazem parte de
substancas desenvolvidas a partir de produtos naturais (Cragg & Newman,
2005).

Atualmente, pesquisadores de produtos naturais t€ém voltado a atengdo
para fontes ainda pouco investigadas, como microrganismos marinhos,
extremofilicos e endofiticos (Cragg & Newman, 2005). Associadas aos
processos de identificagdo e ao cultivo desses microrganismos encontram-se
novas técnicas de isolamento e identificagdo, bem como a manipulacdo das

condig¢des de cultivo para a obtengdo de compostos bioativos.
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2.6 Antimicrobianos produzidos por fungos

Produtos naturais sdo metabolitos derivados naturalmente de
microrganismos, plantas ou animais. Ha séculos esses produtos vém sendo
explorados pelo homem, sendo as plantas a principal fonte de compostos
utilizados na medicina (Strobel & Dayse, 2003). Por conta de sua diversidade e
complexidade estrutural, os produtos naturais sdo de grande importancia na
farmacologia e biotecnologia, podendo também ser utilizados como modelo de
sintese ¢ semissintese de moléculas bioativas de amplo espectro e baixa
toxicidade (Demain, 2006; Gullo et al., 2006). O exemplo mais conhecido entre
os produtos naturais sdo os antibidticos. Na “era dourada dos antibidticos® dos
anos 1940 aos anos 1970, destacou-se a descoberta da penicilina, por Alexandre
Fleming, em 1928 e por sua produgdo por Chain e Florey, em 1940 (Demain,
2000).

Os microrganismos, em especial os fungos, sdo conhecidos pela sua
capacidade metabolica de produzir grande diversidade de moléculas bioativas.
Essas substancias, por sua vez, podem ser altamente toxicas, por exemplo, as
micotoxinas ou ser bastante uteis por poderem ser utilizadas como farmacos de
uso em varias patologias.

Essa dicotomia de fungdes é consequéncia da grande diversidade de
compostos quimicos que os fungos produzem (Pinto et al., 2002).

Em 1994, dos vinte medicamentos mais vendidos, representando um
mercado de aproximadamente 6,7 bilhdes de dolares, seis deles foram obtidos in
natura ou por transformacdo quimica de metabolitos provenientes de fungos.
Dentre os medicamentos de maior repercussdo terapéutica para doengas
infecciosas destacam-se os antibidticos penicilina e cefalosporina, como os mais

conhecidos de produtos de fungos (Singh & Barrett, 2006).
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Recentemente, a pesquisa por produtos naturais tem perdido a
popularidade na maioria das campanhas de medicamentos e, em alguns casos,
tem sido substituida pela sintese quimica (Bills et al., 2002; Pelaez, 2006).

Essa diminui¢do de interesse pode ser atribuida ao enorme esfor¢o e aos
altos custos que sdo requeridos na obtencdo, na elucida¢dao das estruturas e no
desenvolvimento de medicamentos originados de produtos naturais. O tempo
estimado desde o descobrimento até o langamento de uma nova droga no
mercado ¢ de, aproximadamente, 10 anos, acarretando um gasto de mais de 800
milhdes de dolares (Reichert, 2003; Dickson & Gagnon, 2004).

Como solugdo desse problema, a bioprospeccao de metabolitos bioativos
deve ser melhorada, com a utilizacdo de novas tecnologias e alternativas, como
engenharia genética e biossintese mutacional, além da identificacdo mais rapida
das moléculas, de forma economicamente viavel (Butler, 2004; Weist &
Sussmuth, 2005).

Os fungos endofiticos se destacam como grandes produtores de
metabolitos secundarios (Gunatilaka, 2006). Schulz et al. (2002) relatam a
importancia da pesquisa dos metabolitos desses microrganismos, pois, em
comparagdo com fungos obtidos de outros substratos, relativamente poucos
metabolitos tém sido isolados de fungos endofiticos.

Além disso, 51% das substancias ja estudadas sdo compostos inéditos,
enquanto da microbiota do solo, apenas 38% eram novas. A procura por novos
habitats e a diversidade fingica sdo fatores importantes na busca por produtos
naturais e, consequentemente, no desenvolvimento de novas drogas.

Fungos endofiticos podem conferir resisténcia a planta contra herbivoria
por meio de dois mecanismos principais: 1) estimulo direto do vigor da planta e
2) producao de metabdlitos que aumentam a resisténcia a herbivoria (Clay et al.,
1993) Neotyphodium, por exemplo, é um endéfito de Festuca aerundinacea que

beneficia seu hospedeiro, aumentando a tolerancia a seca (White Junior et al.,
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2002), o crescimento da raiz, a producdo de sementes, a germinagdo, a captacio
de fosforo e a resisténcia a nematoides e insetos (Panaccione et al., 2001).

Clay & Schardl (2002) também estudaram endoéfitos de F. aerundinacea
e outras gramineas de clima temperado, observando que esses fungos sdo
transmitidos verticalmente, por meio de sementes. Os endofitos colonizam a
planta como um todo e o hospedeiro recebe prote¢do contra herbivoria, pela
producdo de toxinas alcaloides por esses endofitos. Tal ¢ a eficiéncia dos
endofitos na protecdo de seus hospedeiros, que alguns autores relatam a
preferéncia dos herbivoros a ingestdo de plantas e/ou folhas que ndo contém
endofitos (Clay et al., 2002).

Outra caracteristica interessante a respeito dos fungos endofiticos ¢ a
promocao de crescimento vegetal pela sintese de fitormonios e fixacdo de
nitrogénio (Peixoto et al., 2002). White Junior et al. (2002) acreditam que fungos
produtores de hormoénios de crescimento vegetal o fazem para modificar a
fisiologia e a estrutura da planta, visando a extragdo de nutrientes para si. No
trabalho de Varma et al. (1999), os autores estudaram o basidiomiceto
Piriformospora indica, um endéfito de raiz e afirmam a capacidade desse
end6fito em promover o crescimento vegetal de Zea mays, Nicotiana tabaccum e
Petroselinum 19 crispum L., uma vez que a inoculagdo do fungo nessas plantas
favorece o aumento de biomassa e, consequentemente, o crescimento vegetal.

A producdo de enzimas também ¢ citada na literatura como uma
caracteristica expressa por fungos endofiticos. Uma vez que a planta ¢
colonizada por endofitos, ocorre a resposta de defesa bioquimica induzida, com
a producdo de altos niveis de peroxidases, H,O,, fenilalanina amoénio liases
(FAL), proantocianidinas e fenilpropanoides, como ocorre na coloniza¢do da
planta com Cladosporium fulvum, analisado por Osbourn (2001). Essa produgao

de enzimas em resposta a colonizagdo do endofito pode ter um papel
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fundamental na limitagdo de crescimento do endéfito e/ou patdbgeno e na
viruléncia dos mesmos (Boyle et al., 2001; Schulz & Boyle, 2005).

A interagdo de um fungo com seu hospedeiro vegetal varia e depende do
modo pelo qual o fungo infecta seu hospedeiro ¢ da extensdo da resposta de
defesa da planta. A colonizagdo pode ser sistémica ou local, inter ou intracelular.
Os fungos endofiticos, que colonizam seus hospedeiros assintomaticamente
(Boyle et al., 2001; Aratjo & Azevedo;, 2006), sdo fortes candidatos ao controle
bioldgico de fitopatdgenos, por ocuparem o mesmo nicho ecologico destes. Tal €
a importancia dessa caracteristica dos endofitos que pesquisadores no mundo
todo tém mostrado que os endofitos fornecem ao seu hospedeiro defesa efetiva
contra patogenos (Clay, 2004). Arnold et al. (2003) estudaram a resposta de
plantas de cacaueiro axénicas (isentas de microrganismos) inoculadas com
endofitos do proprio hospedeiro e com o patdgeno Phytophthora sp.

Os autores observaram que as plantas inoculadas com os endoéfitos
apresentaram menos necrose ¢ mortalidade das folhas, se comparadas aos
controles, inoculados apenas com o patéogeno. Os autores também relataram
maior eficiéncia da protecdo em folhas velhas, se comparadas as jovens, o que
pode ser explicado pela existéncia de inimeros metabolitos secundarios sendo
produzidos em folhas maduras.

Segundo Schulz & Boyle (2005), aproximadamente 80% dos fungos
endofiticos produzem compostos biologicamente ativos (antibacterianos,
fungicidas e herbicidas). Liu et al. (2001) estudaram a atividade antifungica de
fungos endofiticos isolados de Artemisia annua sobre os fitopatdégenos
Gaeumannomyces graminis, Fusarium graminearum, Rhizoctonia cerealis,
Phytophthora capsici, Helminthosporium sativum e Gerlachia nivalis,
encontrando isolados com agdo inibidora para todos os patdégenos avaliados.

Aproximadamente 7,5% do total de endofitos isolados de Ulex

europaeus e¢ U. gallii foram promissores na produgdo de antibidticos,
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destacando-se Conyothyrium e Microsphaeropsis como maiores produtores
(Fisher et al., 1986). Além da produgdo de vinte antimicrobianos, fungos
endofiticos podem excluir patdgenos que ocupem o mesmo nicho ecologico, por
competi¢do, como relatado por Bao & Lazarovits (2001) com Fusarium. Tendo
em vista a extensa lista de trabalhos publicados envolvendo a capacidade de
endofitos antagonizarem fitopatogenos, além da grande quantidade de fungos
ainda a serem descritos, ¢ provavel que, nos proximos anos, muitos outros
metabolitos e outras substancias de interesse produzidas por endofitos venham a
ser descobertas e descritas.

Segundo Osbourn (2001), apenas uma pequena propor¢do de fungos €
apta a colonizar o interior das plantas. E, quando existe essa aptiddo, fungos e
bactérias penetram e colonizam seu hospedeiro tdo sutilmente que se torna
necessaria a utilizagdo de microscopia para observa-los (Bernstein & Carroll,
1977).

As interagdes entre plantas e microrganismos ja sdo conhecidas ha muito
tempo. Porém, com excecdo das associagcdes micorrizicas, sempre foi dado um
enfoque fitopatologico para essas interacdes. Atualmente, sabe-se que
praticamente toda planta € colonizada por microrganismos.

Endoéfitos sdo todos os microrganismos, cultivaveis ou ndo, que habitam
o interior das plantas, ndo causando dano ao hospedeiro, nem estruturas
externas, excluindo-se desse grupo bactérias noduladoras e fungos micorrizicos
(Azevedo & Araujo, 2006). A ideia de que esses microrganismos poderiam
conferir caracteristicas de interesse a planta fez com que o interesse em estudar
esses seres aumentasse muito, nos ultimos vinte anos (Araujo et al., 2002).

O conhecimento da comunidade endofitica comega com o isolamento e a
caracterizacdo desses microrganismos (Araujo et al., 2002), com consequente

estudo da diversidade de espécies e géneros que compdem a comunidade.
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Uma vez conhecida a diversidade da comunidade, o programa de buscas
por novos compostos ativos é uma alternativa promissora (Pelaez et al., 1998).
Os resultados obtidos por Arnold et al. (2003) indicam que folhas ou plantulas
de cacau em fase de emergéncia ndo apresentam endofitos cultivaveis. Porém,
quando as plantas s3o molhadas pela chuva, orvalho ou névoa, os
microrganismos se tornam aptos a penetrar a planta e coloniza-la
persistentemente como endéfitos, sem causar dano aparente.

Endofitos sdo distintos dos microrganismos epifiticos, que vivem na
superficie dos 6rgaos e tecidos vegetais. Varias espécies de fungos endofiticos
sdo conhecidas, por serem taxonomicamente relacionadas a patégenos virulentos
dos mesmos hospedeiros relacionados, podendo refletir em recente especiacao.

Exemplificando, em pinheiros, os endo6fitos Lophodermium pinastri e L.
conigenum pertencem ao mesmo género do patdogeno L. seditiossum. Os
patogenos Rhabdocline weirii e R. pseudotsugae sd3o taxonomicamente
relacionados a R. parkieri, que ¢ um endofito de Douglas-fir. O anamorfo de R.
parkieri, Meria, ¢ morfologicamente idéntico e, provavelmente, um parente
proximo de Meria laricis, um patogeno de Larix spp.

Existe uma série de razdes para que se aprofundem os estudos com
endofitos. Primeiro, a falta de informagdes para elucidar a base biologica dessas
interagdes. Segundo, porque os endofiticos sdo vantajosos, visto que muitos
beneficios para a planta tém sido atribuidos a presenca deles. Entre eles, varios
endofitos sdo capazes de produzir antibidticos e outros metabdlitos secundarios
de interesse farmacoldgico (Fisher, 1986; Azevedo, 1998; Peixoto Neto et al.,
2002; Azevedo & Araujo, 2006); tém sido utilizados como agentes de controle
bioloégico de pragas e doencas, como bioerbicidas, como vetores para a
introducdo de genes em plantas hospedeiras e conferem protecdo a herbivoria
(Clay et al., 2003, Azevedo et al., 2000) também promovem crescimento vegetal

por meio da producdo de fitormonios (Varma et al., 1999; Peixoto Neto et al.,
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2002; Schulz & Boyle, 2005) e fornecem tolerancia ao estresse para seus
hospedeiros (Boyle et al., 2001).

Em gramineas do género Festuca e Lolium, a herbivoria causada por
Spodoptera frugiperda pode ser reduzida pela colonizagdo da planta pelo
endofito Acremonium spp. (Clay et al., 1993). Besouros “elm bark” dispensam
arvores que sejam colonizadas por Phomopsis oblonga; quando esses besouros
sao forcados a cruzarem em ramos colonizados por esse endofito em laboratorio,
poucas progénies emergem dos ramos. Fisher, et al., 1986 estudaram a produgao
de antibidticos por endoéfitos isolados de Ulex europaeus e U. gallii, encontrando
quatro produtores de antibioticos, dentre os 25 isolados analisados.

Os microrganismos constituem faceis materiais para manipulagdo em
laboratdrio. Nos ultimos anos, novas abordagens metodoldgicas, principalmente
de genética molecular, tém sido muito uteis na geragdo de um quadro mais

completo sobre a ecologia microbiana em um dado habitat

2.7 Producédo de metabdlitos por espécies do fungo Cladosporium
De acordo com relatos de varios trabalhos, muitas espécies de fungos sao
capazes de causar antibiose a outros organismos fitopatogénicos, por meio da

sintese e da excre¢do de metabolitos de natureza toxica.

Sabe-se que fungos antogonistas, como espécies de Cladosporium, sdo
descritos como hiperparasitas de microrganismos como Puccinia horiana,
U.appendiculatus e Cronartium flaccidum (Assante et al., 2004) ¢ estes vém
sendo utilizados no controle biolégico de patdégenos de plantas. Ainda que as
observagdes microscopicas indiquem que Cladosporium sp. atua como um
hiperparasita, nao se descarta a possibilidade de que o antagonismo deste fungo
também pode estar envolvido em outros mecanismos, como a producdo de

antibioticos, metabolitos toxicos e producio de enzimas.
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Varios dos microrganismos utilizados como agentes de controle
biologico produzem metabolitos secundarios que afetam o crescimento e a
germinagdo mediante a producgdo de antibidticos e/ou enzimas que degradam a
parede celular. Dentre os compostos produzidos por fungos, tem-se como objeto
de estudo o cladosporol, substancia sintetizada principalmente por espécies de

Cladosporium.

De acordo com levantamentos bibliograficos, pode-se perceber que sao
escassos os trabalhos que relatam a produgdo do metabdlito cladosporol. As
bases de dados consultadas foram Scopus, Scfinder e Google Académico,

extraidas ou relacionadas no portal da CAPES.

No trabalho de Nassini et al. (2004), verificou-se que Cladosporium
tenuissimum, produtor do cladosporol (C,0H¢0s¢), conhecido como um inibidor
da biossintese de glucana nas concentragdes de 12,5 e 100 ppm, inibiu a

germinagdo e o crescimento micelial de varios fungos

Outro trabalho relacionado com a sintese de metabolito foi o isolamento
de cladosporol a partir da fermentacdo do caldo de Alternaria alternata var.
Foram investigados os efeitos de cladosporol antitumoral in vitro e in vivo. O
crescente efeito inibitorio do cladosporol in vitro contra seis linhagens de células

humanas de cancer foi examinado.

Os resultados mostraram que cladosporol matou seletivamente as células
cancerosas ¢ teve importante efeito inibitorio sobre o ser humano; in vivo,
cladosporol também mostrou atividade antitumoral em camundongos portadores
de cancer gastrico. Estes resultados sugerem que o cladosporol também tem
efeitos potencialmente tuteis inibitdrios sobre as linhagens de células de

carcinoma gastrico.

Sakagami (1995) isolou cladosporol (1) do filtrado da cultura de

Cladosporium cladosporioides. Cladosporol demonstrou um inibidor da
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biossintese de -1, 3 glucanos e a sua estrutura foi determinada por analise

espectroscopica.

Uma série de compostos pentaciclicos, incluindo os principais
metabolitos com a produgdo de citocinas e tirosina quinase com propriedades
inibitérias, foi recentemente isolada de Cladosporium cladosporioides (Wrigley
et al.,, 2001). Em um programa de triagem dedicado a encontrar novos e
promissores compostos inibidores, como topoisomerase I, foi investigada a
possibilidade de biotransforma¢ao dos derivados de cladosporol (Sakagami et

al., 1995), a partir da cultura de C. cladosporioides.

Neste trabalho relatam-se dois casos da producdo de cladosporol 1
fornecendo cladosporol 3 e acompanha a biotransformacao de cladosporol de 3 a
cladosporol 4. Isolados de Cladosporium tenuissimum foram selecionados e
testados quanto a sua capacidade de inibir a germinagdo in vitro de Cronatium
flaccidum e Peridermium pini. A germinacgdo da ferrugem realizada em laminas
contendo agua-agar foi reduzida em 12, 18 e 24 horas, quando uma suspensao de
conidios (1,5 x 107 conidios/ml) dos isolados de Cladosporium tenuissimum foi
adicionada. Quando as suspensdes de conidios de ferrugens foram incubadas por
1, 11, 21 e 31 dias, a viabilidade foi reduzida a 20° ¢ 4°C. Luz e microscopia
otica e eletronica de varredura mostraram que os esporos da ferrugem foram
diretamente parasitados por Cladosporium tenuissimum e que o antagonista
desenvolveu varias estratégias para quebrar a parede do esporo e ter acesso aos
tecidos subjacentes. A penetragdo ocorreu com ou sem apressorios. O
hiperparasita exerceu uma forga mecanica para destruir as estruturas de esporos
por contato direto, penetrou nos aeciosporos €, posteriormente, proliferou dentro
deles. No entanto, uma a¢do enzimatica também esteve envolvida. Isto foi
mostrado pela dissolucdo da parede celular do hospedeiro ¢ pelo minimo de

inchago na ponta infectando hifas. Filtrados da cultura do hiperparasita inibiram
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a germinacgdo de propagulos de ferrugem. O cladosporol purificado a partir do
filtrado foi caracterizado por analises quimicas e espectroscopicas. Os resultados
indicaram que, nos diferentes meios de cultura BDA, MPGA e BDA+glicerol,
com diferentes extratores (Hex, AcOEt ¢ Me(OH)), a producdo do cladosporol
para cada isolado ocorreu em quantidades diferentes, tendo, no meio de cultura

MPGA, a sintese do metabolito sido maior

2.8 Teste de susceptibilidade antimicrobiana

Paralelamente ao desenvolvimento e a descoberta de novos farmacos
antimicrobianos, foi observado um uso crescente desses agentes no tratamento
de um numero cada vez maior de infec¢des microbianas. Esta situac¢do levou a
necessidade de se utilizarem métodos para testar os agentes antimicrobianos in
vitro, a fim de prever a sua atividade in vivo (Murray et al., 2002).

A atividade antimicrobiana é medida in vitro para determinar a poténcia
do agente antimicrobiano em solucdo e a concentragdo nos liquidos ou tecidos
conhecida do farmaco. A determinacao dessas quantidades pode ser efetuada por
dois métodos principais: dilui¢do ou difusdo. Ao utilizar um microrganismo
padrao apropriado para teste e uma amostra conhecida do farmaco para
comparagdo, esses métodos podem ser empregados para estimar a poténcia do
antibiotico na amostra ou a sensibilidade do microrganismo (Brooks et al.,
2000).

Os testes de diluigdo permitem a obtengdo de resultados quantitativos,
indicando a concentragdo de determinado farmaco necessario para inibir (ou
inviabilizar) os microrganismos testados. Os testes de difusdo envolvem o
cultivo de papel de filtro contendo os antibioticos (Souza et al., 2003).

O método de diluigdo pode ser realizado em meios de cultura liquidos ou
solidos. Consiste em preparar sucessivas diluicdes do antimicrobiano, semeando,

frente a cada diluigdo, o in6culo microbiano em nimero padronizado e, apés a
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incubagdo, verificar a menor concentracdo do antimicrobiano que inibiu a
multiplicacdo do microrganismo. Esta concentracdo ¢é chamada inibitoria
minima (CIM) (Souza et al., 2003).

As concentragdes nas quais ndo existe multiplicagdo microbiana podem
ser ressemeadas em meios isentos do antimicrobiano para determinar se houve
nelas um efeito microbicida (falta de crescimento na subcultura) ou
microbiostatico (crescimento a partir das concentragdes em que o
microrganismo foi inibido) (Mims et al., 1999).

Entre os numerosos fatores que afetam a atividade anitmicrobiana in
vitro, é necessario considerar os seguintes aspectos: pH do meio, composi¢do do
meio, estabilidade do farmaco, tamanho do inéculo, tempo de incubagdo e

atividade metabolica dos microganismos, uma vez que eles influenciam

significativamente o resultado dos testes (Brooks et al., 2000).

2.9 Diluentes utilizados na extracdo de metabdlitos
2.9.1 Solventes orgéanicos

A grande maioria das reagdes quimicas ¢ realizada em solugdo. O veiculo
cumpre varias fungdes durante uma reagdo quimica, o que facilita as colisdes
entre os reagentes (s), que deve ocorrer com o fim de transformar o reagente (s)
em produto (s). O veiculo também oferece um meio de controle de temperatura,
tanto para aumentar a energia da colisdo de particulas a fim de que eles reajam
mais rapidamente, como para absorver o calor gerado durante a reagdo
exotérmica. A selecdo de um solvente adequado é guiada pela teoria e
experiéncia. Geralmente, um bom solvente deve satisfazer aos seguintes

critérios:

e deve ser inerte as condi¢des de reagao.;

e deve dissolver os reagentes e reagentes;
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e deve ter um ponto de ebuli¢do adequado;

e deve ser facilmente removido no final da reacéo.

O segundo critério invoca o adagio "Como se dissolve como". Reagentes nao-
polares se dissolvem em solventes ndo-polares; reagentes polares se dissolvem

em solventes polares. Ha trés medidas da polaridade de um solvente:

1. momento de dipolo;
2. constante dielétrica;

3. miscibilidade com agua.

Moléculas com grandes momentos de dipolo e altas constantes dielétricas
sdo considerados polar. Aqueles com baixos momentos dipolares e constantes
dielétricas pequenas sdo classificados como nao-polares.

Se denomina solvente, dissolvente ou dispersante aquela substincia que
permite a dispersio de outra substincia em seu meio. Normalmente, o
dissolvente estabelece o estado fisico da dissolugdo. Por isso, se diz que o
dissolvente ¢ o componente de uma dissolugdo que estd no mesmo estado fisico
que a dissolugao.

Respeita-se a regra de polaridade das moléculas, em que solvente polar
dissolve molécula polar e solvente apolar dissolve molécula apolar. Quando uma
certa substancia (organica por exemplo) tem dois grupos distintos que diferem
nas caracteristicas de polaridade, observa-se qual prevalece e o solvente sera
semelhante a esse. Mas, a interag@o entre o solvente e o soluto (ou disperso) esta
relacionada a diferenga (ou auséncia) de disputa entre as partes polares e
apolares.

A maioria dos solventes ¢ de origem organica (benzeno, cloroférmio,
acetato de etila, acetona, metanol, etanol etc.). Sdo substancias capazes de

dissolver outras substiancias e formar uma solucdo, sendo utilizadas como
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diluentes, dispersantes ou agentes de solubilizagdo. Como caracteristicas comuns
a todos esses solventes, pode-se citar que s3o todos volateis, inflamaveis,
lipossoluveis e lipofilicos. A sua toxicidade varia conforme a molécula ou a
mistura utilizada, tendo uma aplicagdo variada em nosso cotidiano.
Didaticamente, sdo divididos em hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos ou

halogenados, alcoois, cetonas, éteres e outros (Holtz, 2008).

2.9.2 Toxicidade do solvente organico

Uma das formas mais simples de se verificar a toxicidade de um solvente
em relacdo a um determinado microrganismo ¢ a medida do crescimento do
mesmo em meio bifasico, com esse solvente como a segunda fase. O efeito
toxico do solvente pode ser devido a dois processos: um resultante da difusdo de
moléculas de solvente por meio da membrana citoplasmatica (toxicidade
molecular) e outro associado ao contato entre o biocatalisador ¢ o solvente
organico (toxicidade de fase) (Lima, 1998). Portanto, o grau de utilidade dos

solventes orgénicos € proporcional ao cuidado que eles exigem.

2.9.3 Alguns solventes utilizados para reagdes organicas

Momento |Constante

Nome Estrutura | pb, °C de dipolo | dielétrica
agua 100 1,85 80
metanol 68 1,70 33
etanol 78 1,69 243
acetato de etila 78 1,78 6,02
diemtil sulfoxido (DMSO) 189 3,96 47,2

Metanol
O metanol, também conhecido como alcool metilico, € um composto

quimico com férmula quimica CH;OH. E liquido, inflamavel, possui chama
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invisivel, fundindo-se a cerca de -98°C. Também conhecido como alcool da
madeira, pode ser preparado pela destilagdo seca de madeiras, seu processo mais
antigo de obtencdo e de onde, durante muito tempo, foi obtido exclusivamente.

CO + 2 H; — H;C-OH

E, principalmente, um solvente industrial, pois ele dissolve alguns sais
melhor do que o etanol; ¢ utilizado na industria de plasticos, na extragao de
produtos animais e vegetais ¢ como solvente em reagdes de importancia
farmacologica, como no preparo de colesterol, vitaminas e hormoénios. E
matéria-prima na producdo de formaldeido e utilizado no processo de

tranterificacao da gordura, para produzir biodisel (Saffioti, 1968).

O etanol, também chamado de alcol etilico, alcool puro, alcool de cereais
ou alcool, ¢ volatil, inflamavel e incolor.E uma das mais antigas drogas
recreativas. No uso comum, ¢, muitas vezes, referida apenas como alcool.

E um 4lcool de cadeia linear ¢ sua formula molecular ¢ C, HsOH. Sua
formula empirica é C,H 4 O. Uma notacdo alternativa € CH ;.cy ».0n, 0 que indica
que o carbono de um grupo metil (CHs-) esta ligado ao carbono do grupo
metileno (-CH ,-), que est4 ligado ao oxigénio de um grupo hidroxila (-OH). E
constitucional isdmero do éter dimetilico e apresenta ampla utilizagdo como
solvente de substancias destinadas ao consumo ou ao contato humano, incluindo
perfumes, aromas, corantes ¢ medicamentos. Em quimica, ¢ um tanto solvente e

matéria-prima essencial para a sintese de outros produtos.

Acetato de etila

O acetato de etila é da familia dos ésteres, tem alto poder de solvéncia e €
muito utilizado como solvente polar. E um liquido, limpido, incolor e com o
odor forte e frutal, obtido pela reagdo do acido acético com o etanol. Possui

médio ponto de ebulicdo em 77 °C, ponto de fulgor de -4°C e temperatura de
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autoigni¢do de 426°C. A formula quimica ¢ CH3COOC2HS, o peso molecular é

88 ¢ 0 nome quimico ¢ etanoato de etila.

E um éster que ¢ sintetizado do acido acético e metanol na presenga de
acidos fortes, tais como o acido sulftirico (com o objetivo de absorver a agua e
deslocar o equilibrio no sentido da producdo do éster) numa reagdo de

esterificagao.

Dimetil sulfoxido

O DMSO ¢é um composto quimico organico de formula C2H6SO
(Rosenbaum, 1965), peso molecular 78 (Carpenter, 1994) e temperatura de
congelamento 18,5°C (Brayton, 1986). A elevada capacidade higroscopica
decorre da sua intensa afinidade pelo hidrogénio, formando pontes mais fortes
que as formadas entre moléculas de agua. Isso faz com que o DMSO puro passe
rapidamente para a concentracdo entre 66%-67%, se for deixado exposto ao ar
ambiente (Brayton, 1986), razdo pela qual deve ser mantido em frasco
hermeticamente fechado

Uma reagdo exotérmica ¢ verificada quando o DMSO administrado
topicamente reage com a agua do ar e dos tecidos (Brayton, 1986). Essa
particularidade quimica tem relacdo com varias propriedades da droga e com sua
capacidade solvente, em particular sobre o acrilico e o poliuretano (Rosenbaum
1965), exigindo, assim, cuidados para ndo reagir com bandagens, paramentos e
equipamentos confeccionados com esses materiais. E um subproduto da fabrica
de papel (Rosenbaum, 1965). Na Europa, ¢ obtido a partir do carvdo ¢ do
petroleo (Briton, 1982). Sua extrema capacidade de penetracdo e difusdo ha
muito levou a ser incluido como veiculo componente de defensivos agricolas

(Rosenbaum, 1965).
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Dimetilsulfoxido (DMSO) é um composto muito utilizado como
solvente aprotico e polar em laboratdrio e na industria, com férmula (CHj3),SO.
E produzido pela oxidagio do dimetilsulfureto (DMSO ou sulfeto de dimetila).

Ja foram verificadas mais de trinta propriedades farmacologicas e
terapéuticas do DMSO, as quais resultam da sua capacidade de interagir ou
combinar com acidos nucleicos, carboidratos, lipideos, proteinas e muitas
drogas, sem alterar de forma irreversivel a configuragdo molecular (Sojka et al.,
1990). Essas propriedades garantem seu reconhecimento como droga das mais
versateis. Por outro lado, desde que foi introduzido como medicamento, o
DMSO tem gerado polémica no meio cientifico, dividindo opinides, uma vez
que a sua avaliagdo exata torna-se extremamente dificil, pelas inimeras e
complexas varidveis envolvidas.

Devido a intensa capacidade de penetragdo, muitas substancias, quando
associadas ao DMSO, podem ser carreadas através das membranas (Brayton,

1986; Blythe et al., 1986).
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CAPITULO 2

ATIVIDADE DE EXTRATOS DE Cladosporium cladosporioides NA
ESPORULACAO E GERMINACAO DOS FUNGOS Aspergillus niger,
Aspergillus ochraceus, Fusarium sp. e Penicillium sp.
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1 RESUMO

Muitas espécies de fungos sdo capazes de causar antibiose a outros
organismos fitopatogénicos por meio da sintese e da excre¢do de metabdlitos de
natureza toxica. Fungos antagonistas tém sido empregados como agentes de
controle biologico de pragas e doencas, devido a sua capacidade de trazer
beneficios as plantas, impedindo o desenvolvimento de fungos patogénicos. Os
microrganismos antagonistas sdo conhecidos pela sua capacidade de produzir
antibidticos e pela sua capacidade metabolica de produzir grande diversidade de
moléculas bioativas. A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos metabolitos
secundarios produzidos por fungos antagonistas tem sido alvo de estudos. Com
isso, o trabalho foi realizado com o objetivo de se determinar o efeito in vitro de
metabolitos extraidos do fungo C. cladosporioides em meio de cultura BD,
através de extratores (acetato de etila, etanol, DMSO e metanol) e suas
atividades contra fungos prejudiciais ao café e a outras culturas. Foram
realizados testes de esporulagdo contra os fungos Aspergillus niger, Aspergillus
ochraceus, Fusarium e Penicillium. Avaliaram-se altera¢des nas caracteristicas
morfoldgicas dos fungos, tais como altera¢des na cor, no tamanho e na producao
de esporos. Teste de germinagdo também foi desenvolvido com o objetivo de se
determinar a reducdo da germinagdo dos fungos. Evidenciaram-se significativas
redugdes, tanto da esporulacdo quanto da germinacdo dos esporos dos fungos
testados pela agdo de extratos de Cladosporium cladosporioides.

Palavras-chave: Cladosporium cladosporioides, esporulacdo, germinagéo,
metabdlitos.
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2 ABSTRACT

Many species of fungi are capable of causing antibiosis to others
pathogenic organisms through the synthesis and excretion of metabolites of toxic
nature. Fungal antagonists have been used as biological agents control of pests
and diseases, due to its ability to bring benefits to the plants preventing the
development of pathogenic fungi. Microorganisms antagonists are known for
their ability to produce antibiotics and their metabolic capacity to produce a
wide variety of bioactive molecules. The evaluation of the antimicrobial activity
of secondary metabolites produced by fungi antagonists have been investigated.
Therefore, this work was carried out in order to determine the effect of
metabolites extracted from the fungus C. cladosporioides in media database by
extracting (Ethyl Acetate, Ethanol, DMSO and methanol) and its activity ruling
coffee. Tests were conducted against the sporulation of Aspergillus niger,
Aspergillus ochraceus, Fusarium and Penicillium. We evaluated changes in
fungi morphological characteristics such as changes in color, size and spore
production. Germination test was also carried out in order to determine the
reduction in the inhibition of fungi germination. Prominence has been significant
reductions, both of sporulation on the germination of spores of the fungi tested
by the action of extracts of Cladosporium cladosporioides.

Key Words: Cladosporium cladosporioides Sporulation, Germination,
metabolites.
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3 INTRODUCAO

Atualmente, quimicos de produtos naturais estdo procurando por novas
fontes de ampla diversidade bioldgica. Fungos sdo microrganismos que
constituem enorme diversidade de espécies que habitam as diversas plantas
existentes ¢ se inserem no contexto para a busca de novos compostos com
variabilidade quimica e biologica. Assim, ha grande potencial quimico e
bioldgico a ser explorado com estudos de metabolitos secundarios produzidos
por fungos (Clardy & Walsh, 2004).

Muitas moléculas, na natureza, sdo metabolitos secundarios obtidos em
contextos ou situagdes especificas. Isso inclui metabolitos microbianos
originados durante o periodo de auséncia de nutrientes (antibidticos produzidos
por Pseudomonas), durante o periodo de desenvolvimento e periodos de
sinalizagdo (como as moléculas “quorum-sensing”, moléculas sinalizadoras, que
sdo sintetizadas em densidades particulares de culturas de microrganismos)
(Clardy & Walsh, 2004).

Neste contexto, hd trabalhos relacionados com a investigacdo de
multiplos mecanismos de biocontrole de Cladosporium tenuissimum,
estabelecendo a caracterizagdo quimica de metabdlitos secundarios, produzidos
por estirpes do fungo e sua atividade inibindo a germinag@o dos urediniésporos
do agente da ferrugem Uromyces appendiculatus (Nassini et al., 2004).

Tém-se outros relatos referentes a produgdo de metabdlitos por fungos,
valendo destacar a producdo do composto cladosporol (C,H;s0¢), inibidor da
biossintese de B-1, 3-glucano, isolado do filtrado da cultura de Cladosporium
cladosporioides.

As identificacdes de novas substincias e as atividades biologicas ja
estabelecidas com o cultivo de fungos indicam que esses microrganismos

constituem uma fonte potencial de substdncias bioativas ¢ novas entidades
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quimicas que ainda sdo pouco exploradas. Dessa forma, objetivou-se, com a
realizacdo deste trabalho, avaliar a atividade antimicrobiana do extrato fungico
de Cladosporium cladosporioides, por meio de testes de esporulagio e
germinagdo, dos fungos Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus, Fusarium spp.

e Penicillium sp.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Area experimental

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio do EcoCentro da
EPAMIG, localizado no municipio de Lavras, Minas Gerais.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com seis e dez repeticdes, para testes de esporulagdo e germinacao,

respectivamente.

4.2 Meios de cultura
4.2.1 Agar de Batata e Dextrose (BDA)

Batata 200,0 g
Dextrose 20,0 g
Agar 150g
Agua destilada 1000 mL
pH 6,8

As batatas foram descascadas, cortadas em pequenos pedagos e cozidas
em 500 mL de agua destilada, por 30 minutos, em forno de micro-ondas. Apods
filtragdo através de gaze, a dextrose foi adicionada ao caldo resultante,
completando-se com agua destilada para 1.000 mL. O pH foi ajustado com

NaOH, antes de se adicionar o agar.

4.2.2 Meio liquido de batata e dextrose (BDL)

Batata 200,0 g
Dextrose 20,0 g
Agua destilada 1000 mL
pH 6,8




As batatas foram descascadas, cortadas em pequenos pedagos e cozidas
em 500 mL de agua destilada, por 30 minutos, em forno de micro-ondas. Apods
filtragdo através de gaze, a dextrose foi adicionada ao caldo resultante,

completando-se com agua destilada para 1.000 mL.

4.2.3 Solucéo de Tween 80 a 0,1% (v/v)
Para o preparo da solugdo de Tween 80 a 1%, pesou-se 1 g de Tween 80,
dissolvendo-se em 1.000 mL de agua destilada. A solu¢do foi, entdo,

autoclavada e estocada, sob refrigeracéo, a 40°C

4.3 Preparo e inoculacéo dos fungos

Placas de Petri foram previamente autoclavadas e preparadas com meio
BDA para a repicagem dos fungos a serem cultivados: Aspergillus ochraceus,
Aspergillus  niger, Fusarium sp., Penicillium sp. e Cladosporium
cladosporioides. Todos os isolados foram obtidos de grios de cafés
beneficiados, sendo depositados na micoteca do EcoCentro da Epamig, em
Lavras, MG. Apods a repicagem, os fungos foram mantidos na camara de

germinagao.

4.4 Cultivo do microrganismo

Foi utilizada a linhagem Cladosporium cladosporioides, pertencente a
coleg@o do Laboratério de Micologia da EPAMIG. As culturas foram preparadas
em placas de Petri contendo meio BDA. Apds crescimento em estufa a 30°C,
durante, aproximadamente, 10 dias, a cultura foi conservada sob refrigeracao, a

4°C e repicada a cada 30 dias.
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4.5 Preparo do extrato

O extrato fangico foi obtido a partir do micélio de Cladosporium
cladosporioides. No caso do micélio, doze discos (0,5 cm de didmetro) foram
retirados do meio de cultivo BDA contendo crescimento micelial de C.
cladosporioides e colocados em erlenmeyers com 300 mL de meio liquido BD
(batata-dextrose).

Apos, aproximadamente, vinte dias de cultivo, sob agitagdo orbital a 300
rpm em temperatura ambiente (28°C-30°C), o contetido dos erlenmeyers foi
filtrado em papel de filtro GF/A. O meio foi separado do micélio por filtragao a
vacuo, utilizando funil de Buchner (filtro de papel Whatman n°.1), seguido por
centrifugacdo, a 15 g, por 15 minutos. O sobrenadante foi esterilizado por
filtragdo através de filtro de 0,45 um (Milipore Corp., Bedford, MA), seguido de
filtragdo em membrana tipo Millipore (0,2 pm de didmetro do poro), para a
obtencao do “filtrado do crescimento micelial”.

O filtrado foi submetido a particdo com os extratores. Esta extracdo
implica em obter material orgénico livre de sua matriz original (células e
tecidos). Os solventes utilizados foram escolhidos em fun¢do do objetivo do
trabalho: a extracdo de metabolitos obtidos a partir de extratores eficientes tais
quais, acetato de etila (AcOEt), etanol (Et(OH)), dimetil sulfoxido, (DMSO) e
metanol (Me(OH)) (aliquotas de 30 mL/L) imersos por 7 dias (para morte do
fungo e extracdo dos metabdlitos). Testes de esporulagdo e germinagdo com 0s
fungos A. ochraceus, A. niger, Fusarium sp. e Penicillium sp. foram realizados

nesta etapa do experimento.

4.6 Avaliacdo da atividade antimicrobiana
4.6.1 Teste in vitro de esporulagéo dos fungos
Para o teste do extrato batata, dextrose + Cladosporium cladosporioides

(BDC), utilizaram-se placas de Petri com cada fungo a ser testado, A. ochraceus,
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A. niger, Fusarium sp. e Penicillium sp. Adicionaram-se 10 mL de agua
esterilizada destilada, formando-se uma suspensdo de esporos. Acrescentou-se a
suspensdo ao meio de cultura fundido BDA, misturando-os e vertendo-os em 12
placas de Petri. Furos no centro do meio de cultura foram realizados para a
adicdo dos filtrados e extratores. As placas foram secas na auséncia de luz
germicida.

No teste de esporulacdo, acrescentaram-se 50 pL do extrato BDC + cada
extrator no centro das placas de Petri com meio BDA + suspensdo dos fungos A.
ochraceus, A. niger, Fusarium e Penicillium e testemunhas Et(OH), AcOEt,
Me(OH) e DMSO. As placas foram vedadas e incubadas na cadmara de
germinacdo com fotoperiodo de 12 horas. As avaliagcdes das placas foram
realizadas apds 7 dias de incubag@o.

Para a avaliacdo dos testes, foram adicionados 40 mL de agua
esterilizada as placas incubadas, contendo BDC + fragdo + fungo testado. Em
seguida, foram raspadas para a obtengdo de uma suspensdo. Realizou-se a
contagem de esporos por meio de uma camara de Neubawer, em microscopio
otico.

A partir dos testes, foram avaliadas as estruturas morfologicas dos

fungos, tais como alteragdes na cor, no tamanho e na producdo de esporos.

4.6.2 Teste in vitro de germinacgao de esporos

O teste de germinacgdo foi instalado em placas de Petri de 6 cm contendo
10 mL de meio agua-dgar 2%. Os tratamentos foram misturados ao meio e,
sobre este, transferidos 50 mL da suspensdo de esporos de cada fungo, sendo,
portanto, espalhados com alca de Drigalsky.

As placas foram mantidas em BOD, a 25°C, com regime de 6 horas de
claro e 6 horas de escuro. Apds o periodo de incubagdo, foi utilizada solugdo de

lactoglicerol para analisar a germinagdo dos esporos e sua contagem. A
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contagem foi feita em lamina dividida em quadrantes, em que foram contados de
50 a 100 esporos por quadrante.

As avaliagbes foram realizadas apds 12 horas de incubagdo em
microscopio de luz para o fungo Aspergillus ochraceus, 18 horas para
Aspergillus niger, 24 horas para Fusarium sp. e 26 para Penicillium sp. Para a
constatacdo do tempo necessario para a germinagao dos fungos, foi realizado um
ensaio prévio.

Foram considerados germinados os esporos com tubo germinativo maior

que o esporo.

4.7 Delineamento experimental e anélise estatistica

Os experimentos com os fungos estudados (A. ochraceus, A. niger,
Fusarium sp., Penicillium sp.) foram instalados em delineamento inteiramente
casualizado, com 9 tratamentos e 6 repeti¢des para os testes de esporulagdo e 10
repetigoes para avaliagdo da germinacao.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia, utilizando o
software Sisvar (Ferreira, 2000). As médias dos tratamentos foram comparadas

pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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TABELA 1 Tratamentos e descrigdo dos testes para analises estatisticas

Tratamentos Descricéo

Extrato+extrator AcCOEt
Extrato+extrator DMSO
Extrato+extrator Et(OH)

Extrato+extrator Me(OH) Testes Testes
Testemunha AcOEt Esporulagdo Germinacéo
Testemunha DMSO

Testemunha Et(OH)

Testemunha Me(OH)

Testemunha Geral
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Acgdo de metabolitos secundérios do filtrado de C. cladosporioides
obtidos a partir da extracdo com Me(OH), Et(OH), DMSO e AcOEt sobre a
esporulacéo de Aspergillus ochraceus

TABELA 2 Efeito de metabdlitos do fungo C. cladosporioides sobre a
esporulacao de esporos do fungo Aspergillus ochraceus.

Tratamentos Meédias (Nimeros de esporos/cm®)
Extrato + extrator DMSO 2,5x10"5 a
Extrato + extratoracoet 2,6x10"5 a
Extrato + extrator Et(OH) 4,0x10"5 a
Extrato + extrator Me(OH) 4,9x10"5 a
Extrator DMSO 1,9x10"6 b
Extrator Et(OH) 4,4x10"6 ¢
Extrator AcOEt 4.4x10"6 ¢
Extrator Me(OH) 6,3x10"6 d
Testemunha geral 7,0x10"6| e

CV:19,77 *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entrei si, pelo teste
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

De acordo com os resultados expressos na Tabela 2, pode-se perceber a
influéncia dos solventes na extragdo dos metabolitos dos filtrados da cultura de
C. cladosporioides. A esporulagdo de A. ochraceus com as testemunhas (DMSO,
Et(OH), Me(OH) e AcOEt), na auséncia do extrato, quando comparada com a
testemunha geral, apresentou diferentes niveis de reducdo sobre a esporulacao.
Ja na presenca do extrato BDC + extratores, pode-se perceber a acdo dos
metabolitos extraidos dos filtrados e sua atividade na reducao da esporulacao do

fungo, superior aos extratores e a testemunha.
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Os extratores utilizados neste trabalho foram selecionados com base no
fato de que os solventes devem extrair eficientemente as substincias que se
desejam, no caso, o metabolito cladosporol isolado de C. cladosporioides, e
devem ser solventes atoxicos, baratos e, principalmente, terem o ponto de
ebulicdo adequado para evitar a decomposi¢do térmica das substancias extraidas.
Foram considerados os melhores solventes para inibicdo da esporulacdo de A.
ochraceus aqueles cuja diferenga entre a agdo de (Extrator) - (Extrator + Extrato)
obteve uma maior porcentagem da inibi¢ao, ou seja, cuja agdo do metabolito foi
mais efetiva. No caso, de acordo com os resultados mostrados na Tabela 2, os
extratos apresentaram indices de esporulagdo significativamente inferiores ao da
testemunha. No entanto, os extratores também apresentaram diferentes niveis de
inibigdo sobre a esporulacdo. Como o extrator Me(OH) foi o que apresentou o
menor indice de redugdo da esporulacdo, quando comparado com a testemunha
geral, pode-se deduzir que a maior inibicdo do extrato deveu-se a acdo do

metabolito do fungo.

A presenga do solvente Me(OH) no extrato de C. cladosporioides
proporcionou significativa acdo do metabolito, inibindo em 83% a esporulagdo
de A. ochraceus. A escolha do extrator foi baseada no fato de o alcool (CH;0OH)
ser um solvente muito utilizado para extrair metabolitos secundarios, uma vez
que sdo excelentes, baratos e considerados extratores muito eficientes, pois
rompem as membranas celulares, extraindo o material intracelular, o que ndo € o
caso de solventes apolares. O extrator DMSO apresentou menor capacidade de
extracdo do metabdlito, se comparado com os outros solventes, uma vez que a
porcentagem de inibigdo da esporulagdo de A. ochraceus foi de 24%. O extrator
DMSO possui baixa toxicidade (Brayton, 1986; Soyka, 1990; Rose & Hodgson,
1993; Stone, 1993) e intensa capacidade de penetragdo; muitas substancias,
quando associadas ao DMSO, podem ser carreadas através das membranas

(Brayton, 1986; Blythe et al., 1986; Rose & Hodgson, 1993; Rand-Luby et al.,
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1996), as quais resultam da sua capacidade de interagir ou combinar com acidos
nucleicos, carboidratos, lipideos, proteinas e muitas drogas, sem alterar de forma

irreversivel a configuracdo molecular (Sojka et al., 1990).

De acordo com as ilustragdes abaixo, pode-se perceber a atuacdo dos
metabolitos secundarios extraidos a partir de cada extrator e sua a¢ao na inibigdo
da esporulagio de Aspergillus ochraceus por meio das alteragdes das

caracteristicas macroscopicas.

a) b)
FIGURA 1 Agdo de metabolitos de C. cladosporioides sobre a esporulagdo do
fungo A. ochraceus.a)Testemunha geral e b)extrato do fungo obtido

com Me(OH)

a) b)

FIGURA 2 Agdo de metabolitos de C. cladosporioides sobre a esporulagdo do
fungo A. ochraceus.a)Testemunha geral e b)extrato do fungo obtido
com dimetil sulfoxido
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a)

FIGURA 3 Agdo de metabolitos de C. cladosporioides sobre a esporulagdo do
fungo A. ochraceus.a)Testemunha geral e b) extrato do fungo
obtido com acetato de etila

b)

a)

FIGURA 4 Agio de metabolitos de C. cladosporioides sobre a esporulagdo do
fungo A. ochraceus. a)Testemunha geral ¢ b) extrato do fungo
obtido com etanol.

5.2 Acdo de metabdlitos secundérios do filtrado de C. cladosporioides
obtidos a partir da extracdo com Me(OH), Et(OH), DMSO e AcOEt sobre a
esporulacéo de Aspergillus niger
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TABELA 3 Efeito de metabolitos extraidos de C. cladosporioides sobre a
esporulacao de esporos do fungo Aspergillus niger.

Tratamentos Médias (nimero de esporos/cm®)
Extrato + extrator DMSO 1,0x 106 a
Extrato + extrator Et(OH) 1,2x 1076 a
Extrato + extrator Me(OH) 1,5x 1076 a
Extrato + extrator AcOEt 1,7x 10"6 a
Extrator Et(OH) 3,0x 1076 b
Extrator DMSO 3,3x10M"6 b
Extrator Me(OH) 4,1x10% ¢
Extrator AcOEt 4,7x10M6 d
Testemunha geral 5,6 x 10"6 e

CV:22,42 Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste
Scott-Knott, a 5% de probabilidade

Apos analises microscopicas seguidas de analises estatisticas, foi
possivel perceber o efeito dos extratos extraidos com Et(OH), DMSO, Me(OH)
e AcOEt na inibi¢do da esporulagdo do fungo Aspergillus niger. Quando os
solventes atuaram como testemunha na auséncia do extrato de C.
cladosporioides, estes apresentaram diferentes indices de inibigdo, comparados

com a testemunha geral.

O extrator AcOEt apresentou maior eficiéncia para extracdo dos
metabolitos fingicos para A. niger. Sendo da familia dos ésteres, acetato de etila
tem alto poder de solvéncia e ¢ muito utilizado como solvente polar. Tem sido
favorecido, como todo o grupo dos solventes oxigenados, pelas restrigdes

impostas aos solventes hidrocarbonicos convencionais.

Considerando-se que o extrator AcOEt foi o que apresentou menor
inibigdo da esporulagdo em relagdo a testemunha, verificou-se que a significativa
reducdo da esporulagdo pelo extrato obtido com o mesmo solvente foi o que

apresentou maior atuagdo inibidora exercida pelo metabdlito extraido do fungo
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Cladosporium cladosporioides. Em contrapartida, os extratores Et(OH) e
DMSO, para o fungo Aspergillus niger, ndo apresentaram boa atividade, em se
tratando da extragdo dos metabdlitos. Comparando-se a testemunha Et(OH) e
DMSO com a testemunha geral, pode-se perceber que os proprios solventes
inibiram significativamente a esporulacdo do fungo A. niger. Portanto, a
inibi¢do da esporulagdo de A. niger pela produgdo de metabdlitos sintetizados a
partir da extragdo com etanol ¢ DMSO ndo foi considerada tdo eficiente. A
inibicdo da esporulagdo com extracdes de metabdlitos secundarios realizados

com os solventes Me(OH) e AcOEt foram, respectivamente, de 46% e 54%.

Ha relatos sobre estudos com a produgao de extratos fingicos e produgao
de metabolitos obtidos a partir de outros fungos, como relatam Gerasimenya et
al. (2002), que analisaram cepas do fungo Pleurotus ostreatus, ativas contra

Aspergillus niger.

Além da inibi¢do da esporulagdo de A. niger, demonstrada por meio da
contagem de esporos, pode-se perceber que, dependendo do tipo de solvente
utilizado na extracdo, diferentes quantidades e tipos de produtos podem ser
obtidos. O emprego de solventes apolares, como o éter de petroleo ou solventes
altamente polares, como metanol e agua, ¢ seletivos para certos grupos de
compostos (Verpoorte, 1998), justificando o fato de as diferentes caracteristicas

morfologicas apresentadas para o mesmo fungo.

As alteragdes nas caracteristicas macroscopicas podem ser visualizadas

nas Figuras 5 a 8.
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a)

FIGURA 5 Agdo de metabolitos de C. cladosporioides sobre a esporulagdao do
fungo A. niger. a)Testemunha geral e b) extrato do fungo obtido
com metanol.

a)

FIGURA 6 Ac¢do de metabdlitos de C. Cladosporioides sobre a esporulagdo do
fungo A. niger. a)Testemunha geral e b) extrato do fungo obtido
com acetato de etila.

b)

a)
FIGURA 7 Acéo de metabolitos de C. cladosporioides sobre a esporulagdo do

fungo A. niger. a)Testemunha geral e b) extrato do fungo obtido
com DMSO.
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FIGURA 8 Acédo de metabolitos de C. cladosporioides sobre a esporulagdo do
fungo A. niger. a)Testemunha geral e b) extrato do fungo obtido
com etanol.

5.3 Acdo de metabdlitos secundarios do filtrado de C. cladosporioides,
obtidos a partir da extracdo com Me(OH), Et(OH), DMSO e AcOEt sobre a

esporulacdo de Fusarium sp.

TABELA 4 Efeito de metabolitos do fungo C. cladosporioides sobre a
esporulacdo de esporos do fungo Fusarium sp.

Tratamentos Médias (nimero de esporos/cm®)
Extrato + Extrator AcOEt 1,9x10"5a
Extrato + Extrator DMSO 1,9x 10"5 a
Extrato + Extrator Me(OH) 3,1x10"5a
Extrato + Extrator Et(OH) 54x 10”5 a
Extrator DMSO 1,7x 1076 b
Extrator AcOEt 5,0x 10M6 ¢
Extrator Et(OH) 6,6 x 1006 d
Extrator Me(OH) 6,7x 1076 d
Testemunha Geral 7,3x10M6 ¢

CV:12,26*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste
Scott-Knott, a 5% de probabilidade

Com base nos resultados da Tabela 4, pode-se constatar que todos os

extratos reduziram significativamente a esporulagdo do fungo Fusarium sp. No
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entanto, quando analisados os resultados referentes aos extratores aplicados
isoladamente, verificou-se que estes exerceram uma agdo diferenciada sobre a
esporulagdo do fungo, apresentando uma porcentagem dos metabolitos extraidos
de C. cladosporioides com os extratores AcOEt de 66%, DMSO de 21%,
Et(OH) de 83% e Me(OH) de 87%.

Os extratores Et(OH) e Me(OH) foram os que apresentaram menor
atividade inibitoria sobre a esporulagdo, podendo-se atribuir uma inibi¢ao
altamente significativa observada nos extratos obtidos a partir desses solventes

aos metabodlitos extraidos do fungo.

O solvente DMSO, conforme dados da Tabela 4, apresentou
consideravel inibigdo da esporulagdo de Fusarium sp., quando atuou na auséncia
do extrato de C. cladosporioides. A inibicdo da esporulagdo do fungo pela
produgdo de metabdlitos sintetizados a partir da extragdo com DMSO, portanto,

ndo foi considerada eficiente.

Pelas ilustragdes das Figuras 9 a 12, podem-se identificar as alteracGes
na morfologia, assim como a diminuicdio de esporos visualizados

macroscopicamente de Fusarium sp., devido a agdo do metabdlito fungico.

FIGURA 9 Acédo de metabolitos de C. cladosporioides sobre a esporulagdo do
fungo Fusarium sp. a)Testemunha geral e b) extrato do fungo obtido
com DMSO.
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FIGURA 10 Foto de uma placa com Fusarium apds agdo do metabolito extraido
com AcOEt.

a)

FIGURA 11 Acao de metabdlitos de C. cladosporioides sobre a esporulagdo do
fungo Fusarium sp. a) Testemunha geral ¢ b) extrato do fungo
obtido com etanol

a) b)

FIGURA 12 Acao de metabdlitos de C. cladosporioides sobre a esporulagdo do
fungo Fusarium sp. a)Testemunha geral e b) extrato do fungo
obtido com metanol

Pode-se perceber, por meio da Figura 12, a acdo do metabolito do fungo

C. cladosporioides, quando extraido com o solvente metanol. Ocorreu pouco
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crescimento de esporos do fungo Fusarium, devido a intensa agdo dos

metabdlitos extraidos.

5.4 Acdo de metabolitos secundarios do filtrado de C. cladosporioides
obtidos a partir da extracdo com Me(OH), Et(OH), DMSO e AcOEt sobre a

esporulacdo de Penicillium sp.

TABELA 5 Efeito de metabolitos do fungo C. cladosporioides sobre a
esporulacdo de esporos do fungo Penicillium sp.

Tratamentos Médias (nimero de esporos/cm®)
Extrato + Extrator DMSO 5,3x 1075 a
Extrato + Extrator AcOEt 6,8 x 10"5 a
Extrato + Extrator Me(OH) 8,6 x10"5a
Extrato + Extrator Et(OH) 1,0x 1076 a
Extrator DMSO 1,7x 10"6 b
Extrator AcOEt 32x10"6 ¢
Extrator Et(OH) 4,6 x 1076 d
Extrator Me(OH) 5,6 x 10"6 ¢
Testemunha Geral 6,0x 10M6 e

CV:19,69*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entrei si, pelo teste
Scott-Knott, a 5% de probabilidade

De acordo com os resultados expressos na Tabela 5, pode-se perceber
que os extratos obtidos a partir dos diferentes solventes ou extratores
apresentaram os indices significativamente superiores de inibicao da esporulagao

do fungo Penicillium sp.

No entanto, considerando-se que os extratores, quando utilizados
isoladamente, apresentaram diferentes graus de inibi¢do da esporulacao,
verifica-se que o extrator Et(OH) foi o que apresentou o menor indice de

inibi¢do da esporulacdo e o extrator Me(OH) nao diferiu da testemunha,
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indicando ndo ter exercido efeito depressivo sobre a esporulagdo. Os resultados
permitem concluir que a agdo inibitoria exercida pelos extratos obtidos a partir
desses solventes deveu-se, predominantemente no caso do primeiro e
exclusivamente no caso do segundo, a metabolitos do fungo Cladosporium

cladosporioides presente nesses extratos

A acdo do metabdlito na inibi¢do da esporulagdo de Penicillium foi de
60% extraidos em etanol e de 79% extraidos em metanol. Para extratores como
DMSO e AcOEt, a inibi¢do dos metabolitos foi de 19,5% e 42%. O extrator
DMSO ¢ uma substancia que facilita a difusdo e tem pouca interferéncia nos
compostos. Estudos da estabilidade de compostos farmacéuticos em DMSO
foram realizados com resultados satisfatorios. A temperatura ambiente, em 3
meses, 92% mantiveram sua integridade (Kozikowski et al., 2003), mas, para
extragdo de metabolitos para a inibi¢do da esporulacdo de Fusarium sp., o
extrator DMSO, quando aplicado isoladamente, apresentou efeito depressivo na

inibi¢do da esporulacdo, se comparado a testemunha geral do fungo.

Como comprovacao da agdo de supostos metabolitos atuando na inibi¢ao
da esporulagdo do Penicillium, podem-se perceber as alteragdes nas

caracteristicas macroscopicas do fungo, como cor, tamanho e forma, como se

comprova nas ilustragdes das Figuras 13 a 16.

FIGURA 13 Acao de metabdlitos de C. cladosporioides sobre a esporulagdo do
fungo Penicillium sp. a) Testemunha geral ¢ b) extrato do fungo
obtido com DMSO.
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FIGURA 14 Acao de metabdlitos de C. cladosporioides sobre a esporulagdo do
fungo Penicillium sp. a) Testemunha geral ¢ b) extrato do fungo
obtido com Me(OH).

FIGURA 15 Acao de metabdlitos de C. cladosporioides sobre a esporulagdo do
fungo Penicillium sp. a) Testemunha geral e b) extrato do fungo
obtido com acetato de etila.

L

FIGURA 16 Agdo de metabolitos de C. cladosporioides sobre a esporulagdo do
fungo Penicillium sp. a) Testemunha geral e b) extrato do fungo
obtido com Et(OH).
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5.5 Acdo de metabdlitos secundarios do filtrado de C. cladosporioides
obtidos a partir da extracdo com Me(OH), Et(OH), DMSO e AcOEt sobre a

germinacao de Aspergillus ochraceus

TABELA 6 Efeito de metabdlitos do fungo C. cladosporioides sobre a
germinagao de esporos do fungo A. ochraceus.

Tratamentos Médias (%)
Extrato + extrator AcOEt 19 a
Extrato + extrator DMSO 20a
Extrato + extrator Et(OH) 36b
Extrator DMSO 40 b
Extrato + extrator Me(OH) 44 b
Extrator Me(OH) 74 c
Extrator AcOEt 74 c
Extrator Et(OH) 82¢c
Testemunha geral 96 d

CV:22,27*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entrei si, pelo teste
Scott-Knott, a 5% de probabilidade

De acordo com os resultados para os testes de germinagdo com A.
ochraceus, quanto mais baixa a porcentagem de germinagdo melhor a eficiéncia
do extrato. Com isso, foi possivel analisar que o AcOEt apresentou-se como
melhor extrator, devido a sua menor porcentagem (19%) na germinagdo do

fungo A. ochraceus.

Com relagao ao extrato obtido com o DMSO, observou-se que, embora
tenha se comportado de forma semelhante ao extrato obtido com o extrator
AcOEt, o extrator, quando aplicado isoladamente, exerceu significativo efeito

inibitorio sobre a germinagdo de A. ochraceus.

Os extratos obtidos com os extratores Et(OH) e Me(OH) exerceram

efeito intermediario e superior aos extratores utilizados isoladamente mas, por

73



sua vez, exerceram efeito significativo depressivo sobre a germinagdo dos
esporos, quando comparados com a testemunha. As porcentagens expressas das
atividades dos metabolitos extraidos de C. cladosporioides na redugdo da
germinagdo do fungo A. ochraceus foi de 57% extraido com AcOEt, 21%

extraido com DMSO, 48% extraido com etanol ¢ 31% extraido com metanol.

Na Figura 17 pode-se visualizar a microfotografia em microscopio otico
da germinagdo do fungo A. ochraceus. Em a) pode-se perceber grande
quantidade de esporos germinando, sendo visiveis ao microscopio varios tubos
germinativos. Ja em D), pode-se visualizar o efeito do extrato de C.
cladosporioides na inibicdo da germinagdo,em que estdo presentes somente

alguns tubos germinativos e esporos que ndo germinaram.

Fame

FIGURA 17 Microfotografia em microscopio otico do teste de germinacao do
fungo A. ochraceus como a) testemunha geral b) na presenga de
extrato de C. cladosporioides extraido com AcOEt .

De acordo com dados da literatura, ha trabalhos relacionados com a
extragdo de varios metabolitos produzidos a partir do filtrado da cultura de
células de Cladosporium cladosporioides (isolado MB2.F45). Estas células
reduziram, em 36%, o crescimento do tubo germinativo de Botrytis fabae. Em

comparacdo, fragdes organicas do filtrado da cultura de células de P.
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brevicompactum apresentaram inibi¢do de 96% a 97% da germinagdo dos
conidios de B. fabae (Jackson et al., 1997).

5.6 Acdo de metabolitos secundarios do filtrado de C. cladosporioides
obtidos a partir da extracdo com Me(OH), Et(OH), DMSO e AcOEt sobre a

germinacao de Aspergillus niger

TABELA 7 Efeito de metabdlitos do fungo C. cladosporioides sobre a
germinagao de esporos do fungo A. niger.

Tratamentos Médias (%)
Extrato + extrator AcOEt 3a

Extrato + extrator Et(OH) 4a

Extrato + extrator Me(OH) 6,2 a
Extrato + extrator DMSO 64a
Extrator Et(OH) 13b
Extrator DMSO 28 ¢
Extrator Me(OH) 38d
Extrator AcOEt 40d
Testemunha geral 62 ¢

CV:24,54*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entrei si, pelo teste
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Para o fungo A. niger, os extratos obtidos a partir de todos os extratores
testados apresentaram significativa redugdo na germinagdo dos esporos em
relagdo a testemunha. No entanto, quando testados isoladamente, os extratores
apresentaram em diferentes intensidades efeitos inibitorios sobre a germinacao.
Esse efeito foi mais acentuado no caso dos extratores Et(OH) e, em seguida,
DMSO. Portanto, deve-se atribuir o efeito mais acentuado dos metabolitos

extraidos aos solventes AcOEt e Me(OH).

75



A alta taxa de inibicdo da germinag¢do de A. niger é obtida com a
produgdo de metabodlitos a partir da extragdo com solventes. A sintese dos
metabdlitos secundarios esta associada a diferenciagdo ou desenvolvimento
celular, sendo bem observada nos fungos que apresentam crescimento

filamentoso, com morfologia complexa (Calvo et al., 2002).

Relatos comprovam que ocorre produgdo de substincias antimicrobianas
a partir de outros fungos, ndo somente C. cladosporioides, que atuam inibindo a
germinagdo de fungo Aspergillus niger. Conforme estudos de Gerasimenya et
al. (2002), analisando cepas de Pleurotus ostreatus, estas foram ativas contra

Aspergillus niger, bactérias gram-positivas e gram-negativas.

Lu et al. (2000) constataram atividade de trés novos metabolitos
produzidos pelo fungo Colletotrichum sp., isolado da planta medicinal Artemisia
annua L. (Asteraceae), contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Sarcina
lutea e Pseudomonas sp., atividade antifingica contra Candida albicans e
Aspergillus niger, e inibi¢do de crescimento de fungos patogénicos, como
Gaeumannomyces graminis var. Tritici, Rhizoctonia cerealis, Helminthosporium

sativum e Phytophthora capisici.

Na ilustracdo a seguir pode-se visualizar a microfotografia em
microscopio 6tico da germinagdo do fungo A. niger. E possivel visualizar, na
micofotografia da testemunha, maior quantidade de esporos germinando, se
comparada a micofotografia em que os esporos estdo na presenca dos
metabolitos extraidos a partir de acetato de etila, cujos tubos germinativos se
encontram em menor quantidade e também ocorre a presenga de esporos que nao

germinaram.
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FIGURA 18 Microfotografia em microscopio 6tico do teste de germinagdo do
fungo A. niger como a) testemunha geral b) na presenga de extrato
de C. cladosporioides extraido com AcOEt.

5.7 Agdo de metabolitos secundérios do filtrado de C. cladosporioides
obtidos a partir da extragdo com Me(OH), Et(OH), DMSO e AcOEt sobre a

germinacao de Fusarium sp.

TABELA 8 Efeito de metabdlitos do fungo C. cladosporioides sobre a
germinagao de esporos do fungo Fusarium sp.

Tratamentos Médias (%)
Extrato + extrator Et(OH) 40 a
Extrator Et(OH) 49D
Extrato + extrator Me(OH) 58 ¢
Extrato + extrator DMSO 70 d
Extrato + extrator AcOEt 72d
Extrator DMSO 88 e
Extrator AcOEt 91e
Extrator Me(OH) 96 e
Testemunha geral 96 e

CV:11,81 *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entrei si, pelo teste
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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A agdo do metabolito fingico extraido pelos extratores demonstrou ser
mais baixa para o fungo Fusarium, uma vez que a porcentagem de germinagdo

foi mais alta em todos os tratamentos.

O conjunto extrato + extrator Et(OH), embora tenha revelado
germinacdo de 40%, apresentou taxa relativamente menor, se comparado com a
taxa de germinagdo da testemunha geral. Os principios ativos derivados de
metabolitos secundarios presentes em extratos de C. cladosporioides extraidos
com Et(OH) apresentaram acdo de apenas 9,3%, demonstrando ndo ser este

solvente tdo eficaz.

De acordo com os dados da Tabela 8, o metabdlito extraido com
Me(OH) reduziu a taxa de germinagdo de 96% para 58%, em relagdo a
testemunha geral, indicando uma taxa de agdo do metabolito de 40%, valor alto

quando analisados os valores da agdo para cada um dos extratores. Na Figura 19

podem-se visualizar aos esporos ndo germinados de Fusarium sp., na ag¢do do

extrator Me(OH).

FIGURA 19 Microfotografia em microscopio 6tico do teste de Germinagéo do
fungo Fusarium sp. a) testemunha geral b) na presenca de
extratode C. cladosporioides extraido com Metanol.
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5.8 Acdo de metabdlitos secundarios do filtrado de C. cladosporioides
obtidos a partir da extracdo com Me(OH), Et(OH), DMSO e AcOEt sobre a

germinacao de Penicillium sp.

Na germinagdo do fungo Penicillium sp., como pode se observa na
Tabela 9, de acordo com as analises estatisticas, os extratores exerceram certa
interferéncia na germinagdo, em comparagao a testemunha geral. Isso indica que
os solventes sem a agdo do metabolito foram responsaveis pela reducao da
germinacdo. Mas, quando se analisa o efeito desses solventes somados aos
extratos de C. cladosporioides, a germinagdo ¢é reduzida a porcentagens
significativamente inferiores, no caso dos extratos obtidos a partir dos solventes

AcOEt e Me(OH).

TABELA 9 Efeito de metabolitos do fungo C. cladosporioides sobre a
germinagdo de esporos do fungo Penicillium sp.

Tratamentos Médias
Extrato + extrator Et(OH) 18 a
Extrator Et(OH) 33b
Extrato + extrator AcOEt 34b
Extrato + extrator Me(OH) 35b
Extrato + extrator DMSO 45 ¢
Extrator AcOEt 45 ¢
Extrator Me(OH) S51lc
Extrator DMSO 60d
Testemunha geral 84 ¢

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste Scott-Knott, a
5% de probabilidade.

Com relagao aos demais extratos, verificou-se significativa reducao nos
indices de germinagdo em relagdo a testemunha, porém, com significativa

participacao dos extratores no processo de inibi¢do da germinagdo do fungo.
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O extrator Et(OH), como ilustrado na Figura 20, reduziu de forma
significativa a germinag@o do fungo, uma vez que a germinagdo na auséncia de
extratores foi de 84% e, sob a interferéncia do extrator Me(OH), passou a ser de
33%. Na presen¢a do extrato, a porcentagem de germinagdo foi de somente

18%.

Ha relatos também de extratos obtidos de culturas de outros fungos que
inibiram a germina¢do do fungo Penicillium sp. Como exemplo, o extrato da
linhagem de Streptomyces foi testado ainda contra varios patégenos de plantas,
apresentando atividade contra Pythium ultimum, Phytophthora infestans,
Sclerotinia sclerotiorum, Erwinia carotovora, Cochliobolus carbonum e

Penicillium sp., mostrando o grande potencial dessas novas substancias para a

medicina e a agricultura (Castillo et al., 2002).

FIGURA 20 Microfotografia em microscopio 6tico do teste de germinagdo do
fungo Fusarium sp. a) Testemunha geral e b) na presenga de
extrato de C. cladosporioides extraido com metanol.

5.9 Analise comparativa dos resultados para teste de esporulacdo e
germinacao

Para efeito de analise geral dos resultados obtidos na esporulagdo ¢ na
germinagdo de cada fungo, na presenga e na auséncia dos extratores, os graficos

sdo apresentados nas Figuras 21 e 22
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FIGURA 21 Analise comparativa da esporulacao dos fungos com os extratos de C. cladosporioides + extratores;

extratores e testemunha geral, para os fungos estudados.
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FIGURA 22 Analise comparativa da germinagdo dos fungos com os extratos de C. cladosporioides + extratores;
extratores e testemunha geral, para os fungos estudados.




Em se tratando de extratos obtidos a partir do fungo Cladosporium
cladosporioides, existem relatos sobre testes de eficiéncia do fungo
entomopatogénico Cladosporium cladosporioides em campo, na concentragdo
de 5,2 x 10° esporos/mL, que obtiveram redugio de 93% na populagio de O.
praelonga, no 39° dia apds o tratamento (Sanches, 2003), comprovando a agio

de metabolito cladosporol produzido pelo fungo.

Na Tabela 10, estdo descritas as porcentagens dos metabolitos
produzidos e sua a¢do na reducdo da esporulacdo e germinagdo dos fungos

estudados.

TABELA 10 Porcentagens expressas das atividades dos metabolitos extraidos de
C. cladosporioides nas redugdes das esporula¢des dos fungos.

Fungos AcOEt DMSO Et(OH) Me(OH)
A. ochraceus | 59% 24% 57% 83%
A. niger 54% 41% 32% 46%
Fusarium 66% 21% 83% 87%
Penicillium 20% 20% 60% 79%
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TABELA 11 Porcentagens expressas das atividades dos metabolitos extraidos de
C. cladosporioides nas redugdes das germinagdes dos fungos.

Fungos AcOEt DMSO Et(OH) Me(OH)
A.ochraceus 57% 21% 48% 31%
A. niger 60% 35% 15% 51%
Fusarium 20% 19% 9% 40%
Penicillium  13% 18% 18% 19%
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6 CONCLUSOES

Os extratos do fungo Cladosporium cladosporioides (Fres) de Vries,
obtidos a partir dos solventes (AcOEt, Et(OH), Me(OH) e DMSO, reduziram a
esporulacdo e a germinagdo dos fungos Aspergillus ochraceus, Aspergillus

niger, Fusarium sp. e Penicillium sp.

Os metabdlitos exibiram acentuada agdo esporicida e significativa
reducdo da germinagdo dos esporos, limitando o desenvolvimento dos fungos

testados.
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CAPITULO 3

Determinacao da concentracdo inibitoria minima (CIM) de fragdes do
extrato de C. cladosporioides contra os fungos A. ochraceus, A. niger,

Fusarium sp. e Penicillium sp.
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1 RESUMO

Conduziu-se este trabalho com o objetivo de avaliar a concentracao
inibitéria minima (CIM) sobre o desenvolvimento dos fungos Aspergillus
ochraceus, A. niger, Fusarium sp. e Penicillium sp. Foram testados, in vitro, os
filtrados de Cladosporium cladosporioides adicionados aos extratores metanol,
etanol, acetato de etila e DMSO, apo6s o processo de liofilizagdo. Avaliou-se a
acdo dos metabolitos, pesando-se, aproximadamente, 0,5 mg dos extratos solidos
e diluindo-os em 40 pL de Tween 80 a 1%. Como testemunha positiva foi
utilizado o fungicida comercial Fegatex. Para as testemunhas negativas, foram
testados somente 0 meio BDA na presencga de esporos dos fungos especificos
Ap0s 48 horas, foram realizadas as leituras dos testes Os testes foram realizados
em duplicata, avaliando-se o crescimento de cada fungo nas cavidades das
placas. Foram encontradas concentragdes inibitoérias minimas de 35,5 pg/mL,
142 pg/mL e 568 pg/mL, para metabdlitos extraidos com Me(OH), Et(OH) e
DMSO, respectivamente, para os fungos A. ochraceus, Fusarium sp., A. niger ¢
Penicillium, e, para a testemunha Fegatex, a concentragdo minima foi de 31
ug/mL.

Palavras-chave: Cladosporium cladosporioides, fungos, metabdlitos, CIM.
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2 ABSTRACT

This research was conducted aiming the evaluating the minimum
inhibitory concentration on the development of Aspergillus ochraceus, A. niger,
Fusarium sp. and Penicillium sp. Were tested in vitro the filtrates of
Cladosporium cladosporioides extractors added to methanol, ethanol, ethyl
acetate and DMSO after the lyophilization process. We evaluated the action of
metabolites, by weighing about 0.5 milligrams of extract solids and diluting
them in 40uL of Tween 80 1%. A positive control was used commercial
fungicide Fegatex. For negative controls were tested only PDA medium in the
presence of spores in specific fungi after 48 hours were performed readings of
the tests The tests were performed in duplicate by evaluating the growthing of
each fungus in the wells of boards. We found minimal inhibitory concentrations
35.5 mg/mL, 142 mg / mL and 568 mg / mL for metabolites extracted with Me
(OH), Et (OH) and DMSO respectively for the fungi A. ochraceus, Fusarium
sp., A. niger and Penicillium, and to witness Fegatex, the minimum

concentration was 31 g/ mL

Key words: Cladosporium cladosporioides, fungi, metabolites, CIM.
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3 INTRODUCAO

Com os resultados analisados por meio dos testes de esporulagdo e
germinagdo com os fungos Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger, Fusarium
sp. e Penicillium sp., foi possivel constatar o potencial dos metabolitos extraidos
de Cladosporium cladosporioides com os diferentes diluentes. Em uma proxima
etapa, tem-se a liofilizacdo dos extratos acrescidos com extratores acetato de
etila, dimetil sulféxido, metanol e etanol. Este processo tem as seguintes
vantagens, quando comparado com o processo convencional de secagem: a
estrutura do material é mantida, a umidade é removida a baixas temperaturas,
ocorre aumento da estabilidade do produto durante a estocagem e a minimizacao
de varias reagdes de degradacdo, devido a facil transi¢do de material hidratado
para desidratado.

Grande variedade de métodos laboratoriais pode ser empregada para
medir a susceptibilidade in vitro de agentes antimicrobianos. Esses testes sdo
também de grande importancia em estudos sobre epidemiologia de resisténcia e
em investigacdes sobre novos agentes antimicrobianos (National Committee for
Clinical Laboratory Standards - NCCLS, 2000). Os principais métodos
microbiologicos para a deteccdo de atividade antimicrobiana podem ser
classificados em trés tipos: ensaios bioautograficos, de difusdo e de diluicao
(Rios et al., 1988).

A concentragdo inibitoria minima (CIM) tem sido calculada por métodos
in vitro e utilizada como pardmetro para avaliar a atividade antimicrobiana por
varios autores. A MIC ¢ a menor concentragcdo do agente antimicrobiano capaz
de inibir completamente o crescimento do microrganismo em tubos ou em
placas de microtitulo em um tempo especifico (Davidson & Parish, 1989;
NCCLS, 2000), sendo a efetividade antimicrobiana de um composto

frequentemente descrita em termos de MIC (Mann & Markham, 1998).
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Entretanto, a definicdo da MIC, muitas vezes, difere entre artigos publicados na
literatura e tem sido um obstaculo para a comparagdo desses estudos.

Os métodos de diluicdo sdo aqueles nos quais os extratos ou as
substancias a serem testados sdo adicionados a meios de culturas liquidos ou
solidos adequados, previamente inoculados com o microrganismo teste. Apds a
incubagdo, o crescimento do microrganismo ¢ determinado pela comparacao
direta ou turbidimétrica da cultura teste com o controle negativo (meio de
cultura inoculado sem adi¢do de substincia inibidora) e positivo (Berghe &
Vlietinck, 1991). O método de diluicdo em meio liquido € o que apresenta
metodologia mais complexa, entretanto, ¢ o mais preciso. Esse método ¢
recomendado, principalmente, para a determinagdo da concentracdo inibitoria
minima (MIC) (Rios et al., 1988).

O método de diluicdo pode ser realizado de varias formas, dentre elas, o
método turbidimétrico (The United..., 2006) e a diluigdo em placa de microtitulo
(Berghe & Vlietinck, 1991; Eloff, 1998; Brandao, 2004). Métodos que
empregam placas de microtitulacdo sdo mais econdmicos por permitirem avaliar
simultaneamente diversas concentragdes da substincia potencialmente
antimicrobiana (Mann & Markham, 1998).

O objetivo deste estudo foi determinar, por meio de métodos de diluigdo,
a concentragdo inibitoria minima do extrato de C. cladosporioides acrescido dos
extratores Et(OH), AcOEt, Me(OH) e DMSO contra os fungos A. ochraceus, A.
niger, Fusarium sp., Penicillium sp. Determinou-se CIM como sendo a menor
concentracao que inibe o crescimento do microrganismo. Esse método apresenta
a vantagem de ser quantitativo, podendo ser utilizado tanto para amostras

hidrossoluveis como lipossoluveis (Mitscher et al., 1972 ; Rios et al., 1988) .
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Determinagdo da concentragdo inibitéria minima do extrato de C.
cladosporioides com os extratores AcOEt, Et(OH), DMSO e Me(OH) contra
os fungos A. ochraceus, A. niger, Fusarium sp. e Penicillium sp.

Os filtrados fungicos foram obtidos a partir do processo descrito no
subtopico Preparo do extrato, no topico Meios de cultura/Materiais ¢ Métodos,
do Capitulo 2. Cerca de 1 litro de cada filtrado foi submetido ao processo de
liofilizagdo (liofilizadora Liobras), que consiste na remogdo de agua e outros
solventes, com base no fendmeno da sublimacéo.

As solugdes obtidas apo6s o processo de liofilizagdo foram armazenadas
em camaras frias, a 4°C, até serem submetidos a testes para se determinar a
minima concentragdo inibitoria contra A. ochraceus, A. niger, Fusarium sp. e
Penicillium sp.

Como testemunha positiva para os testes de CIM, empregou-se o
produto Fegatex, agroquimico com propriedades bactericida, fungicida e
esporicida, elaborado a base de cloretos de benzalconio (N-cloreto alquil dimetil
benzil amonio e N-cloreto alquil dimetil etil benzil amdnio). Age por contato e
induz a resisténcia localizada. Como testemunha negativa, utilizou-se suspensao

de cada fungo testado, acrescido somente com meio de cultura BD.

4.1.1 Ensaios de diluicéo

O ensaio para a determinag@o da concentragdo inibitdria minima € obtido
por meio da macrodiluicdo que consiste em se preparar diluigdes sucessivas do
antimicrobiano a ser testado em meios de cultura sélidos ou liquidos, semear os
fungos em estudo e, apo6s incubagdo, verificar a menor concentragdo (maior
diluicdo) do antimicrobiano que inibiu o crescimento do microrganismo. Testes

foram realizados para determinar a minima concentragéo do extrato fingico de
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C. cladosporioides e sua atividade contra A. ochraceus, A. niger, Fusarium sp. ¢
Penicillium sp.

Foram pesados 0,5 mg do extrato fungico liofilizado de C.
cladosporioides + extratores, para serem dissolvidos em 40 Tween 80 a 1%.

Em seguida, a solucdo obtida foram adicionados 400 mL do meio de
cultura BD (batata e dextrose sem 4gar), autoclavado por 15 minutos, a 120°C .
Na placa Elisa de 96 orificios (diametro de 7 mm, altura 10 mm, volume 400
mL, deixada por 30 minutos em hipoclorito-concentracdo 1%, em seguida,
lavada com agua destilada e etanol, para ser deixada dentro da capela de fluxo
laminar, sob influéncia de UV), 100 mL da solugdo + meio BD (preparados
acima) foram pipetados nos dois primeiros orificios; adicionaram-se 100 mL de
meio BD ao 2° orificio e homogeneizou-se.

Foram trasportados 100 mL da solugdo do segundo orificio para o
terceiro, procedimento que foi repetido até o 10° orificio. Esporos dos fungos a
serem testados foram coletados em agua esterilizada, filtrados para a remogao
dos micélios e a suspensio foi calibrada para 5,6x10° esporos/mL.

Em seguida, diluiu-se a suspensdo de esporos em meio de cultura BD, na
propor¢ao de 1:50. Apos o preenchimento dos orificios, acrescentaram-se 100
mL de suspensdo de esporos, em meio BD, nos orificios de 1 a 10. Os testes

foram realizados em duplicatas com placas diferentes.

4.1.2 Testemunhas do teste para Aspergillus ochraceus

Para testemunha positiva, foram dissolvidos 96 mL Fegatex (um
fungicida, bactericida e esporicida que age por contato e tem marcante agdo de
choque), em 3 mL de DMSO, tendo 20 mL dessa solugéo sido diluidos em 1 mL
do meio de cultura BD. Em seguida, colocaram-se 100 mL da solugcdo Fegatex
em DMSO/BD no 1° e no 2° orificio da placa Elisa. Adicionaram-se 100 mL de

meio BD ao 2° orificio e homogeneizou-se.

95



Foram trasportados 100 mL da solugdo do segundo orificio para o
terceiro orificio; colocaram-se 100 mL do meio BD no terceiro orificio e
homogeneizou-se. Esse procedimento também foi repetido até o 10° orificio.
Ap6s o preenchimento dos orificios, acrescentaram-se 100 mL de suspensdo de
esporos em meio BD nos orificios de 1 a 10.

Para testemunha negativa, empregou-se suspensao de esporos de A.
ochraceus diluida em meio BD, na propor¢do de 1:50. Em seguida, foram
transportados 100 mL desta solugdo no primeiro e no segundo orificios da placa
Elisa. Adicionaram-se 100 mL de meio ao segundo orificio ¢ homogeneizou-se.
Retiraram-se 100 mL deste orificio para o terceiro orificio e esse procedimento

foi repetido até o 10° orificio.

4.1.3 Testemunhas do teste para Aspergillus niger

Para testemunha positiva, foram dissolvidos 96 mL de Fegatex, em 3 mL
de DMSO, tendo 20 mL desta solugéo sido diluidos em 1 mL do meio de cultura
BD. Em seguida, colocaram-se 100 mL da solu¢do Fegatex em DMSO/BD no 1°
e no 2° orificio da placa Elisa. Adicionaram-se 100 mL de meio BD ao 2°
orificio ¢ homogeneizou-se. Foram trasportados 100 mL da solugdo do segundo
orificio para o terceiro orificio; colocaram-se 100 mL do meio BD ao terceiro
orificio e homogeneizou-se. Esse procedimento também foi repetido até o 10°
orificio. Apés o preenchimento dos orificios, acrescentaram-se 100 mL de
suspensdo de esporos em meio BD nos orificios de 1 a 10.

Para testemunha negativa, empregou-se suspensao de esporos de
Aspergillus niger em meio BD, na propor¢do de 1:50. Em seguida, foram
transportados 100 mL desta solugdo no primeiro e no segundo orificios da placa
Elisa. Adicionaram-se 100 mL de meio ao segundo orificio ¢ homogeneizou-se e
retiraram-se 100 mL deste orificio para o terceiro orificio. Este procedimento foi

repetido até o 10° orificio.
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4.1.4 Testemunhas do teste para Fusarium sp.

Para testemunha positiva, foram dissolvidos 96 mL de Fegatex em 3 mL
DMSO, tendo 20 mL desta solu¢do sido diluidos em 1 mL do meio de cultura
BD. Em seguida, colocaram-se 100 mL da solugdo Fegatex em DMSO/BD no 1°
e no 2° orificio da placa Elisa. Adicionaram-se 100 mL de meio BD ao 2°
orificio e homogeneizou-se. Foram trasportados 100 mL da solugdo do segundo
orificio para o terceiro orificio; colocaram-se 100 mL do meio BD ao terceiro
orificio e homogeneizou-se. Esse procedimento também foi repetido até o 10°
orificio. Ap6s o preenchimento dos orificios, acrescentaram-se 100 mL de
suspensdo de esporos em meio BD nos orificios de 1 a 10.

Para testemunha negativa, empregou-se suspensao de esporos do fungo
Fusarium sp. em meio BD, na propor¢do de 1:50. Em seguida, foram
tranportados 100 mL desta solugdo no primeiro e no segundo orificios da placa
Elisa. Adicionaram-se 100 mL de meio ao segundo orificio e homogeneizou-se e
retiraram-se 100 mL deste orificio para o terceiro orificio. Este procedimento foi

repetido até o 10° orificio.

4.1.5 Testemunhas do teste para Penicillium sp.

Para testemunha positiva, foram dissolvidos 96 mL de Fegatex em 3 mL
DMSO, tendo 20 mL desta solucao sido diluidos em 1 mL do meio de cultura
BD. Em seguida, colocaram-se 100 mL da solugdo Fegatex em DMSO/BD no 1°
e 2° orificio da placa Elisa. Adicionaram-se 100 mL de meio BD ao 2° orificio e
homogeneizou-se. Foram trasportados 100 mL da solugdo do segundo orificio
para o terceiro orificio; colocaram-se 100 mL do meio BD ao terceiro orificio e
homogeneizou-se. Este procedimento também foi repetido até o 10° orificio.
Ap6s o preenchimento dos orificios, acrescentaram-se 100 mL de suspensdo de

esporos em meio BD nos orificios de 1 a 10.
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Para testemunha negativa, empregou-se suspensdo de esporos de
Penicillium sp. em meio BD, na propor¢do de 1:50. Em seguida, foram
transportados 100 mL desta solu¢do no primeiro ¢ no segundo orificios da placa
Elisa. Adicionaram-se 100 mL de meio ao segundo orificio e homogeneizou-se ¢
retiraram-se 100 mL deste orificio para o terceiro orificio. Este procedimento foi
repetido até o 10° orificio.

Apo6s o preenchimento das testemunhas, colocou-se uma placa Elisa
vazia sobre a placa na qual foram montados os testes, a qual foi envolvida com
rolopac e armazenadas na camara de germinagao artificial com fotoperiodo de
12 horas, a temperatura de 25°C. As avaliagdes foram realizadas apds 72 horas
apos a montagem dos testes. Todos os procedimentos foram realizados sob
condi¢des assépticas (capela de fluxo laminar mod. FL7752).

Ap6s periodos de incubagdo, foram realizadas leituras da concentragdo
inibitéria minima por meio da verificagdo visual do crescimento microbiano.
Para interpretacdo dos resultados, foi considerada CIM a inibi¢do total do
crescimento microbiano visivel.

Durante os testes, foram utilizados controles, com os meios de culturas e
solvente utilizados na solubiliza¢do do extrato, a fim de verificar seu efeito sobre
os microrganismos. A leitura dos resultados foi considerada valida somente

quando houve crescimento microbiano nos controles (Souza et al., 2003).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinagdo da concentracdo inibitéria minima do extrato de C.
cladosporioides com os extratores AcOEt, Et(OH), DMSO e Me(OH) contra
A. ochraceus

A CIM foi definida como a mais baixa concentragdo do material testado
que inibe totalmente o crescimento visual dos fungos comparado ao grupo
controle, analisado em triplicata (Zacchino, 2001). A determinagdo da CIM foi
desenvolvida ap6s a realizagdo dos testes de esporulacdo e germinacdo dos

fungos estudados.

Os extratos + extratores foram liofilizados para a remocdo dos solventes
para o desenvolvimento dos testes in vivo e para identificar e quantificar, por
meio de analises quimicas dos metabdlitos produzidos. Esta extracdo implica em

se obter material organico livre de sua matriz original (células e tecidos).

De acordo com os resultados dos CIM demonstrados na Tabela 11, pode-
se perceber que os metabodlitos extraidos dos filtrados de Cladosporium
cladosporioides tiveram concentracdo minima inibitoria igual a 35,5 pg/mL

como substancias extraidas de Me(OH) e de 284 pg/mL para AcOEt e Et(OH).

Este resultado confirma o maior sucesso obtido com ambos os extratores
nos testes de esporulagdo e germinagdo para A. ochraceus. Para substancias
extraidas com Et(OH) e DMSQO, as concentragdes minimas inibitorias foram de

568 pg/mL.

Ha relatos relacionados com CIM do extrato metanodlico das partes
aéreas de Solanum palinacanthum, o qual foi submetido a fracionamentos
direcionados por testes, para avaliar a atividade antibacteriana e antifungica. As
concentragdes inibitorias minimas (CIM) do derivado do acido cafeico contra

Aeromonas hydrophila, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e o fungo
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Aspergillus ochraceus foram de 250, 1.000, 1.000 e >568ug/mL,

respectivamente. Contra os mesmos organismos, os valores de CIM para a outra

substancia isolada de Solanum foram 1.000, >1000, >1000 e 35pg/mL
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FIGURA 23 Minima concentracdo inibitoria dos metabodlitos extraidos de
extratos de C. cladosporioides.Metabolito A - extracdo com
AcOEt; metabolito C - extragdo com DMSO; metabdlito B -
extracao com Et(OH) e metabdlito A - extracdo com Me(OH),

para o fungo A. ochraceus.

100



101

TABELA 12 Determinagdo da minima concentragio inibitéria (ug ml"') das fragdes obtidas do filtrado fingico para A.

ochraceus
Tratamentos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Testemunha + N N N N N D D D D D
(ug ml ™) 31 15,5 7,75 3,875 1,9375 0,9687 0,4844 0,2422 0,1210 0,0605
Testemunha - D D D D D D D D D D
BDC+Me(OH) N N N D D D D D
(ug ml ™) 568 284 142 71 35,5 17,7 8,87 4,43 2,2 1,11
BDC + Et(OH) N N D D D D D D D D
(ngml ™) 568 284 142 71 35,5 17,7 8,87 443 2,2 1,11
BDC+ DMSO N D D D D D D D D D
(ng ml ™) 568 284 142 71 35,5 17,7 8,87 4,43 2,2 1,11
BDC + AcOEt N N D D D D D D D D
(g ml™) 568 284 142 71 35,5 17,7 8,87 4,43 2,2 1,11

*Testemunha positiva - Fegatex e testemunha negativa esporo/BD * BDC - extrato obtido a partir de meio BD+fungo C.
cladosporioides * N - ndo ocorreu desenvolvimento do fungo * D - ocorreu desenvolvimento do fungo
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5.2 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima do extrato de C. cladosporioides com os extratores AcOEt,

Et(OH), DMSO e Me(OH) contra A. niger

TABELA 13 Minima concentragdo inibitoria dos metabolitos obtidos de extratos de C. cladosporioides. Metabolito A -
extracdo com AcOEt; metabolito C - extragdo com DMSO; metabolito B - extracdo com Et(OH) e

metabolito A -extragdo com Me(OH).

Tratamentos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Testemunha + N N N N D D D D D D
(ug ml ™ 31 15,5 7,75 3,87 19375 0,9687 0,4844 02422 0,1210 0,0605
5
Testemunha - D D D D D D D D D D
BDC+Me(OH) N D D D D D D D D D
(ugml ™ 568 284 142 71 35,5 17,7 8,87 4,43 2,2 1,11
BDC + Et(OH) N D D D D D D D D D
(ugml ™ 568 284 142 71 355 17,7 8,87 4,43 2,2 1,11
BDC+ DMSO N D D D D D D D D D
(ugml ™ 568 284 142 71 35,5 17,7 8,87 4,43 2,2 1,11
BDC + AcOEt N N D D D D D D D D
(g ml™) 568 284 142 71 35,5 17,7 8,87 4,43 2,2 1,11

*Testemunha positiva - Fegatex e testemunha negativa esporo/BD * BDC - extrato obtido a partir de meio BD+fungo C.
cladosporioides * N - ndo ocorreu desenvolvimento do fungo * D - ocorreu desenvolvimento do fungo



De acordo com os testes de esporulacdo, germinagdo e analises
estatisticas desenvolvidas, foi possivel determinar a porcentagem de agdo dos
metabolitos. Para o extrator AcOEt, como ja discutido no capitulo anterior,
obtiveram-se 54% e 60% de eficiéncia para esporulagdo e germinagdo,
respectivamente e 46% e 51% para extragdo com metanol. A concentracdo
inibitéria minima encontrada foi a partir de 284 pg/mL para maior agdo do
metabolito extraido de AcOEt e 568 pg/mL para metabdlito extraido de

Me(OH).

CiM (pg/mL)

B Aspergilius niger

FIGURA 24 Minima concentragdo inibitoéria dos metabolitos extraidos de
extratos de C. cladosporioides. Metabdlito A - extracdo com
AcOEt; metabolito C - extragdo com DMSO; metabdlito B -
extragdo com Et(OH) e metabdlito A - extragdo com Me(OH)
para o fungo A. niger.
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5.3 Determinacgdo da concentracgdo inibitéria minima do extrato de C. cladosporioides com os extratores AcOEt,
Et(OH), DMSO e Me(OH) contra Fusarium sp.

TABELA 14 Determinagio da minima concentrago inibitoria (ug ml™) das fragdes obtidas do filtrado fungico para

Fusarium sp.
Cavidades 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Testemunha + N N N N D D D D D D
(ug ml ™ 31 15,5 7,75 3,875 1,9375 0,9687 0,4844 0,2422 0,1210 0,0605
Testemunha - D D D D
BDC+Me(OH) N N N N N D D D D D
(ugml ™ 568 284 142 71 35,5 17,7 8,87 4,43 2,2 1,11
BDC + Et(OH) | N N N D D D D D D D
(ugml ™ 568 284 142 71 35,5 17,7 8,87 4,43 2,2 1,11
BDC+ DMSO N D D D D D D D D D
(ugml ™ 568 284 142 71 35,5 17,7 8,87 4,43 2,2 1,11
BDC + AcOEt N N D N N D D D D D
(bg ml ™) 568 284 142 71 35,5 17,7 8,87 4,43 2,2 1,11

*Testemunha positiva - Fegatex e testemunha negativa esporo/BD * BDC - extrato obtido a partir de meio BD+fungo C.
cladosporioides * N - ndo ocorreu desenvolvimento do fungo * D - ocorreu desenvolvimento do fungo



Para o fungo Fusarium, pode-se concluir, a partir dos dados da Tabela
14, que a concentragdo minima inibitoria encontrada para atividade do
metabolito extraido a partir de metanol foi muito significativa, igual a 35,5
ug/mL, de acordo com os testes de esporulacdo e germinagao.

Obtiveram-se concentragdes inibitorias de 142 pg/mL para extragdo com

Et(OH) e 284 pg/mL para acdo do metabolito extraido com AcOEt.

600
400
200

CIM (pg/mL)

B Fusarium sp.

FIGURA 25 Minima concentragdo inibitoéria dos metabolitos extraidos de
extratos de C. cladosporioides. Metabdlito A - extracdo com
AcOEt; metabdlito C - extragdo com DMSO; metabolito B -
extragdo com Et(OH) e metabdlito A - extragdo com Me(OH)
para o fungo Fusarium sp.

5.4 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima do extrato de C.
cladosporioides com os extratores AcOEt, Et(OH), DMSO e Me(OH) contra

Penicillium sp.
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TABELA 15 Determinagdo da minima concentracdo inibitoria (ug ml") das fragdes obtidas do filtrado fungico para

SOl

Penicillium sp.
Cavidades 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Testemunha + N N N N D D D D D D
(ugml ™) 31 15,5 7,75 3,875 1,9375 09687 0,4844 0,2422 0,1210 0,0605
Testemunha - D D D D D D D D D D
BDC+Me(OH) [N N N D D D D D D D
(ng ml '1) 568 284 142 71 35,5 17,7 8,87 4,43 2,2 1,11
BDC + Et(OH) |N N D D D D D D D D
(ug ml ™ 568 284 142 71 35,5 17,7 8,87 443 2,2 1,11
BDC+ DMSO N D D D D D D D D D
(ng ml '1) 568 284 142 71 35,5 17,7 8,87 4,43 2,2 1,11
BDC + AcOEt N D D D D D D D D D
(ug ml ™) 568 284 142 71 35,5 17,7 8,87 443 2,2 1,11

*Testemunha positiva - Fegatex e testemunha negativa esporo/BD * BDC - extrato obtido a partir de meio BD+fungo C.
cladosporioides * N - ndo ocorreu desenvolvimento do fungo * D - ocorreu desenvolvimento do fungo



Analisando-se os resultados obtidos com o fungo Penicillium sp.,
percebe-se que a minima concentracgao inibitdria para metabdlitos extraidos com
Me(OH) foi de 142 pg/mL. Para inibicdo da esporulagdo, apresentou taxa de
79% e de 19% para redugdo da germinagdo para metabdlitos extraidos com
Et(OH). Para CIM, foi de 284 pg/mL. Em valores menores que este foi

determinado o crescimento do fungo nas cavidades.

600 7
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300 A
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100 -

FIGURA 26 Minima concentragdo inibitéria dos metabdlitos extraidos de
extratos de C. cladosporioides.Metabolito A - extragdo com
AcOEt; metabdlito C - extragdo com DMSO; metabolito B -
extragdo com Et(OH) e metabdlito A - extragdo com Me(OH)
para o fungo Penicillium sp.
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TABELA 16 Determinacdo da minima concentragdo inibitoria das fragdes
obtidas dos filtrados de C. cladosporioides para os fungos A.
niger, A. ochraceus, Fusarium sp. e Penicillium sp.

Concentracao, em pg/mL

CIM
Metabdlitos A. niger A. ochraceus Fusarium Penicillium
Extrato+extrator Me(OH) | 568 35,5 35,5 142
Extrato+extrator Et(OH) | 568 284 142 284
Extrato+extrator DMSO 568 568 568 568
Extrato+extrator AcOEt 284 284 284 568
Testemunha + 31 31 31 31

Os testes in vitro revelaram a concentragdo inibitoria minima para
metabolios extraidos de cada extrator. Pode-se concluir que os metabdlitos
extraidos pelo extrator Me(OH) evidenciaram que a concentragdo minima
inibitéria para inibigdo de esporulagdo e germina¢do dos fungos Fusarium e A.
ochraceus foi de 35,5 pg/mL, sendo, ainda, para o A. niger uma concentragao
mais alta quando extraido de 568ug/mL e A. ochraceus de 142 pg/mL.

A concentra¢do minima inibitoria para os outros fungos A. niger variou
de 568 a 284 pg/mL e Penicillium sp. variou de 142 pg/mL a 568 pg/mL, de

acordo com cada extrator.
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6 CONCLUSOES

O extrator Me(OH) mostrou-se o mais eficaz na inibi¢do dos fungos
testados, com a menor CIM, exceto para o fungo A. niger, em que o melhor
extrator mostrou ser o acetato de etila.

Pesquisas futuras estdo direcionadas a este trabalho com selecdo e
formulacdo de substancias bioativas obtidas de microrganismos com efeitos
antagdnicos sobre fungos toxigénicos deterioradores da qualidade e patogénicos
ao cafeeiro, a fim de se desenvolver formulagdes a partir das substincias

bioativas testadas, visando a aplicagdo em condi¢des de campo.
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