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RESUMO

A aplicacdo de desenhos experimentais em processos de otimizacdo para produgdo de
metabolitos a partir de microrganismos ¢ uma ferramenta util para redug¢do de custos e
aumento de produtividade. A produgcdo do 6 pentil a pirona (6PP) a partir do fungo
Trichoderma atroviride ¢ influenciada por varios fatores nutricionais tais como fontes de
carbono e nitrogénio. O desenho experimental utilizando melago de cana como fonte
alternativa de carbono e a utilizagdo de um minimo de nitrogénio sob a forma de extrato de
levedura auxiliaram no equilibrio entre o custo do meio de cultura e a producao do 6PP. A
restricdo nutricional aumenta a propor¢do do 6PP sintetizado por massa de micélio,
entretanto, reduz a produgao de biomassa. Dessa forma, meios extremamente pobres ndo sao
recomendaveis, bem como meios extremamente ricos, onde ndo ha estresse nutricional. O 6PP
produzido pelo T. atroviride possui atividade antimicrobiana contra fungos. Tais propriedades
sdo interessantes para combate de fitopatdogenos de varias culturas, como, por ex.,
Mycosphaerella fijiensis, agente etioldgico da Sigatoka Negra da bananeira, e Phakopsora
pachyrhizi, agente causal da ferrugem asiatica da soja. Ambos os fungos sdo controlados com
fungicidas quimicos e plantio de variedades mais resistentes. A influéncia do 6PP sobre o
desenvolvimento desses fitopatdogenos “in vitro” forneceu informagdes importantes para
futuras pesquisas. O crescimento micelial dos esporos de M. fijiensis cultivados na presenca
do 6PP foi inibido em concentragdes superiores a 40pug/mL e a germinagdo dos esporos de P.
pachyrhizi foram inibidos em concentragdes acima de 10ug/mL do 6PP. Tais resultados
demonstram o potencial desta molécula como agente antimicrobiano. Estudos
complementares sdo necessarios para elucidar mecanismos de acdo do 6PP, bem como a
estabilidade em condi¢des de armazenamento e resisténcia da molécula de 6PP as condi¢des
ambientais.

Palavras-chave: Microbiologia industrial. Biossintese. Trichoderma.
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ABSTRACT

The use of statistical experimental design for optimizing production of metabolites by
microorganisms is useful for costs reducing and increase metabolites productivity. The 6
pentyl a pirone (6PP) production by Trichoderma atroviride is influenced by many nutritional
factors such as carbon and nitrogen sources. An experimental design using molasses as
alternative carbon source and yeast extract as limiting nitrogen source was assessed to balance
the culture media cost and 6PP production. The nutritional stress increased the proportion of
6PP but, on the other hand, reduced the biomass production. Thus, culture media with
extremely limiting nutritional conditions are not recommended, as well as rich nutritional
culture media were no nutritional stress. The 6PP produced by T. atroviride have shown
antimicrobial activity against fungi and thus is interesting agent to control many
phytopathogens of different crops, e. g., Mycosphaerella fijiensis, the etiological agent of
Black Sigatoka bananas and Phakopsora pachyrhizi, the causal agent of Asiatic Soybean
Rust. The influence of 6PP over the development of spores of such phytopathogens gave very
important information for further researches. M. fijiensis spores were inhibited with 6PP at
concentrations higher than 40 pg/mL. On the other hand, P. pachyrhizi spores were inhibited
by concentrations higher than 10 pg/mL of 6PP. These results confirm the antimicrobial
potential of 6PP. Complementary studies is necessary to identify the mechanism of action of
the 6PP against fungi, stability under storage and resistance to unfavorable conditions.

Keywords: Industrial microbiology. Biosynthesis. Trichoderma.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos poucos paises do mundo que possui fronteiras agricolas
em condi¢des de expansdo sem ocasionar grandes impactos ao meio ambiente, desde que haja
planejamento e manejo dos ecossistemas. Atualmente, o Brasil ¢ o maior exportador de cafg,
acucar, etanol e suco de laranja; o segundo maior produtor de soja em graos, mas ¢ o primeiro
exportador do complexo da soja (graos, farelo, 6leo). Além disso, € o terceiro pélo mundial de
fruticultura, com potencial de expandir a produ¢do em todos os setores da agroindustria.
Nesse cenario, investimentos em biotecnologia na area de controle de pragas, doencas,
aumento da produc¢do agricola e também na propria seguranga do setor agricola sdo essenciais
para um crescimento ordenado (BRASIL, 2007).

A extensa fronteira brasileira apresenta barreiras naturais como a floresta
amazonica, que dificultam a entrada de pragas e doencas no territorio brasileiro. Entretanto, o
aumento do comércio internacional e os meios de transportes atuais facilitam a entrada de
fungos fitopatogénicos de outros paises e continentes. Alguns fitopatdogenos invasores
relativamente recentes no Brasil sdo Mycosphaerella fijiensis M. morelet e Phakopsora
pachyrhizi Syd & P. Syd, agentes causadores da Sigatoka Negra da bananeira (Black
Sigatoka) e da Ferrugem Asiatica da Soja (Asian Soybean Rust), respectivamente.

A Sigatoka Negra, doenca que ataca folhas de bananeiras era restrita a
regido costeira do Oceano Pacifico hd poucos anos, tendo como barreira natural, a cordilheira
dos Andes e a floresta amazonica. Porém, esse fungo conseguiu transpor essas barreiras,
sendo detectado inicialmente na regido norte do Brasil (FIORAVANCO; PAIVA, 2005) e
atualmente ja estd disseminado em todo territorio brasileiro. A severidade dessa doenca pode
variar de acordo com o clima e ¢ muito agressiva em condigdes favoraveis (SMITH et al.,
1997).

O Brasil atualmente produz 7 milhdes de toneladas de banana (BRASIL,
2007a) e, portanto, essa doenca pode ocasionar impactos econdmicos negativos bem como
provocar riscos pela imposicao de barreiras sanitdrias para exportacdo desse produto.

A Sigatoka Negra ¢ controlada com pulverizagdes periddicas de fungicidas
em plantacdes de banana (WASHINGTON et al., 1998) e com variedades resistentes a doenga
(OKOLE; SCHULZ, 1997). A aplicacdo constante de fungicidas para o controle desta doenca
facilita a selecdo de populagdes resistentes do agente causador (CHIN et al., 2001; ROMERO;
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SUTTON 1997) sendo necessarios cuidados especiais relacionadas a aplicacdo indiscriminada
desses produtos quimicos.

A cultura da soja, principal grao exportado pelo Brasil, tem como uma das
principais doengas a ferrugem asiatica da soja, cujo agente etiologico ¢ o fungo Phakopsora
pachyrhizi Syd & P. Syd. Projecdes realizadas pelos Estados Unidos, demonstram perdas de
11% ou mais, além dos aumentos de custos de producdo (KUCHLER et al., 1984). A
severidade pode variar de acordo com as condi¢gdes climaticas e indculo inicial (HARTMAN
et al., 1991). Dessa forma, para evitar altas perdas o controle quimico no momento certo ¢
necessario (SOARES et al., 2004; LEVY 2005).

A ferrugem asiatica da soja ¢ uma doenca agressiva, pois o fungo P.
pachyrhizi se desenvolve em ampla faixa de temperatura (KOCHMAN, 1979) e pode
sobreviver em diversas plantas hospedeiras (YAMAOKA et al., 2002; YEH et al., 1981).
Atualmente estd amplamente disseminado na América Latina, ocasionando altos custos para
seu controle que no Brasil atingiram US$ 2 bilhdes, entre os anos 2001 e 2003 (YORINORI
et al., 2005).

Além dos riscos a satde provocados pelo uso indiscriminado de
agrotoxicos, o aumento da area de cultivo e o plantio extensivo da mesma espécie de vegetal
facilitam a selegdo de populacdes resistentes e reduzem os antagonistas naturais. Isso
demanda o desenvolvimento de novos produtos, gerando altos custos tanto para a
agroindustria como para o agricultor. Estes fatores estimulam a procura por antimicrobianos
naturais destacando-se os produzidos por microrganismos e plantas que atuam somente sobre
pragas especificas e ndo acarretam a eliminacdo de outros microrganismos/insetos/plantas
benéficos (LINDOW; WILSON, 1999; TRIPATHI; DUBEY, 2004; FARIA et al., 2006).
Neste sentido ¢ importante salientar que a pesquisa do espectro de agdo sobre fitopatogenos ¢é
um item imprescindivel para o desenvolvimento de antimicrobianos naturais para futura
aplicabilidade comercial.

Por sua vez, a agricultura organica e a consciéncia de produzir sem agredir o
meio ambiente favorecem a demanda por produtos livres de agrotdxicos, o que induz a
aplica¢do de antimicrobianos naturais. Trata-se assim, de uma area de grande importancia que
recentemente esta sendo contemplada pela politica governamental através do plano plurianual
2004-2007 (BRASIL, 2007b).

Dentre os microrganismos produtores de antimicrobianos destacam-se
algumas espécies de Trichoderma que apresenta a capacidade de produzir o metabdlito

secundario 6 pentil a pirona (6PP) com aroma de coco (COLLINS; HALIM, 1972; KIKUCHI
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et al., 1974), com propriedades antimicrobianas (CUTLER et al., 1986). Estes fungos também
atuam como inibidores diretos através de parasitismo por meio de seu micélio, como € o caso
de algumas cepas de Trichoderma harzianum (KOLOMBET et al., 2000).

Os estudos referentes aos efeitos das variagdes de cultivo na produgdo do
6PP pelo fungo Trichoderma spp tém sido realizados utilizando delineamentos lineares, nao
permitindo verificar os efeitos das interagdes das diferentes varidveis parametros que
eventualmente possam contribuir para otimizar sua producdo. Neste contexto, foi proposto
definir as melhores condi¢des de cultivo do fungo Trichoderma atroviride (anteriormente
denominado Trichoderma harzianum IMI 206040, CARSOLIO et al, 2001) que possui bom
potencial para produzir 6PP, utilizando a Metodologia de Superficie de Resposta para uma
producdo méaxima do 6PP e avaliar o seu efeito sobre a germinacdo de esporos dos fungos

fitopatogenos Mycosphaerella fijiensis € Phakopsora pachyrhizi.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar as melhores condic¢des de cultivo do fungo da espécie Trichoderma
atroviride (Trichoderma harzianum IMI 206040, CARSOLIO et. al., 2001) para a producao
do 6PP e seu efeito sobre Mycosphaerella fijiensis € Phakopsora pachyrhizi.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Definir a melhor fonte de carbono e nitrogénio para a producao do 6PP;

e Definir as melhores condi¢des de cultivo (agitagdo, temperatura, pH) e nutricional
(fonte de carbono e nitrogénio) para obter a maxima produgao do 6PP;

e Estudar o processo de extragdo do 6PP do meio de cultura (“Down-stream™);

e Verificar o efeito antagonico “in vitro” do 6PP contra Mycosphaerella fijiensis e
Phakopsora pachyrhizi,

e Determinar a concentragdo minima inibitéria (CMI) do 6PP para Mycosphaerella

fijiensis € Phakopsora pachyrhizi,

Estudar a estabilidade do 6PP armazenada em temperatura ambiente (25 °C-30 °C),

em geladeira (8°C-10°C) e em freezer (-15°C a -20°C).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 OTIMIZACAO DE PROCESSOS FERMENTATIVOS UTILIZANDO DESENHOS

EXPERIMENTAIS

A produg¢do de compostos a partir de microrganismos via biorreatores,
requer, além de planejamento, a andlise de muitos fatores entre os quais se destacam: o estudo
de mercado, a defini¢dao dos custos diretos e indiretos de producao, a abundancia, a facilidade
de transporte e a garantia de fornecimento das matérias primas a utilizar (NAVARRO et al.,
2000). Assim, a otimizacdo das condi¢des de fermentagdo para o rendimento maximo de um
produto ¢ fundamental para atingir a viabilidade econdémica do processo (STROBEL;
SULLIVAN, 1999).

Fontes alternativas de baixo custo e abundantes sdo amplamente
pesquisadas, pois muitas vezes sdo economicamente viaveis, bastando para isso alguns ajustes
no processo de fermentacdo, substituindo por ex. fontes de carbono mais nobres como ¢ o
caso da glicose, sacarose e frutose por melaco de cana proveniente da industria canavieira
(CAZETTA; CELLIGOI, 20006).

A produgdo de biomoléculas por fermentacdo utilizando um determinado
microrganismo pode ser influenciada por varios fatores como a fonte de carbono, fonte de
nitrogénio e de sais minerais, a presenca de aminoacidos, a aeracdo, a agitacdo, o pH ¢ a
temperatura. Os estudos dos efeitos individuais e das interacdes destes fatores tornam-se
extremamente dispendiosos e praticamente invidveis (DAHOD, 1999).

Um programa de otimizacdo de processos fermentativos para producdo de
biomoléculas pode ser iniciado medindo-se o produto final como resposta a um aumento ou
reducdo intencional de uma variavel por ex. o aumento de fonte de nitrogénio, da fonte de
carbono, da temperatura, da agitagdo etc. e mantendo os outros constantes. Este tipo de
delineamento impossibilita observar os efeitos interativos entre as variaveis (CHEN, 1994).

Os desenhos experimentais obtidos aplicando a Metodologia de Superficie
de Resposta podem otimizar e racionalizar processos produtivos. Estes delineamentos
facilitam o desenvolvimento de processos fermentativos em que ¢ possivel analisar
simultaneamente os efeitos de varias varidveis que podem influenciar na resposta (KALIL et

al., 2000). A Metodologia de Superficie Resposta tem sido utilizada para otimizar a produgdo
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de etanol (BOWMAN; GEIGER, 1984), de antibioticos (SAVAL et al., 1993), de enzimas
(CRUZ et al., 1993; SETH; CHAND 2000), do xilitol a partir de xilose (HORITSU et al.,
1992), do acido latico (HUJANEN; LINKO, 1994) e do crescimento microbiano (SANCHEZ
et al., 1996).

3.2 O CONTROLE BI10LOGICO E SEUS MECANISMOS

O controle quimico de fitopatdgenos afeta diretamente o meio ambiente
devido aos residuos que sdo deixados na natureza, bem como a saide humana em funcao do
acimulo no organismo. Trata-se de uma area dindmica, sempre com langamento de novos
produtos, em substituicdo de outros, ora por perda da eficacia, devido ao surgimento de
populagdo resistentes, ou por questdes ambientais, custos etc. Preocupados com tal situacao,
os paises mais ricos investem em desenvolvimento controles alternativos como o controle
biologico de pragas e doengas apesar de serem os maiores produtores e consumidores de
agroquimicos do mundo (KIMATI, 1995).

O controle biolégico de doengas por definigdo consiste na redu¢ao da soma
de um inéculo ou dos determinantes da doenca provocada por um patdégeno, realizado por ou
através de um ou mais organismos que nao o homem (COOK; BAKER, 1983). A interacao
entre microrganismo patogénico e o antagonista ¢ fundamental para o sucesso desse processo.
Os mecanismos de acdo dos antagonistas podem ser divididos em:

e Antibiose, que ocorre quando um agente antagonista produz um composto toxico
inibitorio contra o fitopatogeno;

e Competicao, quando um agente antagonista compete por nutrientes e/ou espago fisico no
substrato em que se desenvolve, retirando nutrientes e expulsdo/eliminacdo do
fitopatogeno do espago fisico;

e Parasitismo ou predacdo, que ocorre quando um microrganismo ataca estruturas de outro,
aproveitando os seus nutrientes para desenvolvimento proprio. Alguns fungos com estas
caracteristicas sdo descritos como micoparasitas;

e Hipoviruléncia, mecanismo que pode ser manipulado pela inoculacio de cepas

hipovirulentas de determinado fitopatdogeno juntamente com uma outra altamente
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virulenta de forma que a caracteristica hipovirulenta pode ser transmitida para as geragdes
posteriores;

e Inducao de defesa do hospedeiro, que pode ser feita pela inoculacao de cepas avirulentas
de fitopatégenos em plantas, originando uma resisténcia local ou sistémica a doenga
(LUCAS, 2002).

Os antagonistas por sua vez, podem ser capazes de atuar através de mais de
um desses mecanismos citados (BETTIOL; GHINI, 1995).

Os produtos pos colheita também sdo alvo do controle biologico. Varios
patdgenos sdo provenientes do campo (MERTELY, 2000) e estes, em fun¢ao das condig¢des
de armazenamento (% umidade relativa, temperatura, embalagens etc.), agem causando danos
aos produtos. Além disso, a manipulagao no armazenamento e durante o transporte ocasionam
lesdes que facilitam a agdo dos patégenos como o Botrytis cinerea em frutas
(MICHAILIDES; ELMER, 2000).

O controle de pragas e doencas tem um papel importante sobre o
desequilibrio entre crescimento populacional humano e a quantidade de alimento disponivel,
pois ¢ uma das principais ferramentas no combate as perdas desde o campo até o consumo.
Em casos especificos da pos-colheita, os principais fatores a considerar sdo: fisiologia do
vegetal e suas fitopatologias. Ambos podem ser controlados por armazenamento adequado,
tratamentos térmicos, controle quimico e biolégico (CHITARRA, 1990).

A atividade e a diversidade da microbiota do ambiente sdo fundamentais
para o sucesso dos antagonistas. A eliminacdo total da microbiota, com inoculagdo somente
do antagonista, provou ndo ser eficaz (FURTADO, 1969; WILLIAMS; AYANABA, 1975).
Assim, aplicagdes localizadas, ou a manutengdo do equilibrio da microbiota, favorece a
prevaléncia do antagonista, sendo este o procedimento mais adequado.

O emprego de biomassa de microrganismos antagonicos ¢ uma alternativa
ao controle quimico e térmico contra fitopatdégenos, mas pode ser usado também associado.
Micélios do fungo do género Trichoderma devidamente estocados demonstraram eficacia no
combate a Botrytis cinerea, Sclerotium rolfisii (LABUDOVA; GOGOROVA, 1988)
Fusarium oxysporum f.sp radicis-lycopersici que ataca tomateiros (DATNOFF et al., 1995).
Alguns fungos do género Trichoderma spp sdo eficazes contra fitopatdgenos, mas, sdo pouco
eficientes quando aplicados em produtos armazenados a baixas temperaturas (PRATELLA,
1993).

A inocula¢do de antagonistas no solo visando reduzir o inoculo de

patdégenos tem efeito dependente das condi¢cdes (PAPAVIZAS, 1985). T. harzianum
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inoculados no solo sdo eficazes para reduzir a presenga do patégeno Armillaria, responsavel
pela podridao de raizes em diversas culturas, porém nao o elimina (OTIENO et al., 2003). A
aplicacdo de micélios peletizados de 7. viride em troncos de olmos (arvore da regido da
Suécia) reduziu a agdo do Ceratocystis ulmi, um fitopatdogeno desta arvore (RICARD, 1983).

As propriedades antimicrobianas do 7. harzianum tornam-o uma boa
ferramenta para o controle de pragas e doencas em culturas de interesse economico. A
utilizagdo comercial de micélio de 7. harzianum para combate de fitopatdgenos ja ¢ utilizada,
mas sua eficacia esta relacionada as condi¢des climaticas (HJELJORD et al., 2000). Por outro
lado, algumas enzimas produzidas por 7. harzianum, tais como quitinase e glucanases,
também estdo relacionadas com sua atividade antimicrobiana (EI-KATATNY et al., 2001).

Outra face do mecanismo de a¢do de microrganismos antagonistas ¢ a
producdo de metabolitos secunddrios que apresentam atividade antimicrobiana
(WAINWRIGHT, 1992), cuja aplicacdo por pulverizagdo em superficie ou inoculagdo por
injecdo sdo possiveis de serem utilizados em processos de conservacdo de raizes e frutos
(POOLE; WHITMORE, 1997).

A utilizagdo de compostos volateis como metil jasmonato e alguns alcoois
na conservacdo de frutos, reduz a acdo de microrganismos fitopatogénicos (WANG et al.,
1994; BUTA et al., 1998; WANG et al., 2003). Muitos outros compostos de origem natural
apresentam atividade antimicrobiana, como o 6 pentil a pirona (6PP), o 4cido acético, os
glucosinolatos, as fusapironas e deoxifusapironas, as quitosanas e os 6leos essenciais. Esses
compostos, extraidos de plantas ou microrganismos, sdo promissores extratos que podem ter
acao antifungica (TRIPATHI et al., 2004).

O fungo T. harzianum, além da sua capacidade antagonista, ¢ um produtor
de inimeras biomoléculas de interesse. O mecanismo de agdo antagonista deste fungo ainda
ndo ¢ totalmente conhecido, pois além das enzimas, novos metabolitos antagonistas foram
descobertos, como a isoharzandiona (MANNINA et al., 1997), viridepirona (EVIDENTE et
al., 2003) e o 6 pentil a pirona (COLLINS; HALIN, 1972).

3.2.1 Trichoderma Harzianum E 6 Pentil a Pirona (6pp)

As caracteristicas antimicrobianas do 6PP foram analisados primeiramente

por Cutler et al. (1986), que constatou uma fraca atividade sobre bactérias e uma acgao eficaz
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sobre fungos. Depois de comprovada essa ultima caracteristica, o 6PP tornou-se alvo de
estudos visando seu espectro e mecanismo de agdo. A suscetibilidade de varios fungos
fitopatogénicos ao 6PP depende da espécie, o que foi observado com Sclerotinia sclerotiorum
que apresentou pouca sensibilidade, ao contrario de Phytophthora cinnamomin (CLAYDON
et al., 1987).

A aplicacao topica do 6PP em kiwi em pds-colheita auxiliou na reducao da
podriddo causada por Botrytis cinerea, bem como a aplicagdo através de injecdo no fruto
(POOLE; WHITMORE, 1997). Igualmente, a aplicacdo do 6PP no solo cultivado com mudas
de lentilhas demonstrou ser eficaz no controle de Athelia rolfsii (DODD et al., 2000).

A caracteristica lipofilica deste metabolito indica uma possivel interagdao
com a superficie de esporos de fitopatogenos tais como Rhizoctonia solani e Fusarium
oxysporum f. sp lycopersici, explicando um possivel mecanismo de agdo através da formagao
de uma camada hidrorepelente que impediria a absorcdo de agua pelos esporos e
conseqiientemente sua germinagao (SCARSELLETTI; FAULL, 1994).

O estudo de fatores relacionados com a producdo deste metabolito, tais
como fontes de nitrogénio (aminoécidos, inorganico) em meio de cultura, demonstrou que a
presenga de determinados aminoacidos interfere na sintese do 6PP (YONG et al., 1985).
Condicdes de fermentacdo sob agitacdo favorecem a sintese do 6PP, provavelmente pelo
estresse ocasionado pela agitacdo ou pela melhora na aeragdo do meio (GALINDO et al.,
2003).

A relag@o de consumo de glicose, produ¢do de biomassa e 6PP evidenciam
que este metabolito é produzido em maior intensidade na passagem da fase “log” para a
estacionaria de crescimento do fungo. Comprovou-se a acdo inibitéria do 6PP contra o
proprio fungo, com o uso do adsorvente Amberlite XAD-2, que capturou parte do metabodlito
e reduziu sua agdo toxica (PRAPULLA et al., 1992). A acdo inibitoria do 6PP sobre o fungo
T. harzianum também pode ser reduzida pela sua remog¢dao do meio de cultura, ou por
isolamento do metabdlito em sistema bifasicos de cultivo 6leo-agua (RITO-PALOMARES et
al., 2000; 2001).

A substituicdo de substratos liquidos por sélidos, de baixo custo (bagaco de
cana) que fornecem fonte de carbono (celulose), umidificados com meio de cultura (Caldo
Dextrose Batata favorecem a producdo do 6PP, pelo T. harzianum, provavelmente, por
reducdo da agdo toxica do metabolito, adsorvido pelo bagago de cana (SARHY-BAGNON et
al., 2000; ARAUJO et al., 2002). Processos fermentativos de superficie demonstraram ser

mais eficazes na producao do 6PP por T. harzianum (KALY ANI et al., 2000).
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A presenca de diferentes dleos vegetais no meio de cultura também foi
explorada. Entretanto, o fungo Trichoderma spp aparentemente nao os utilizou como fonte de
carbono, mas a caracteristica lipofilica do metabolito fez com que este fosse adsorvido pelo
0leo, evitando a sua agdo téxica. Como conseqiiéncia, houve um aumento substancial na
produgdo do 6PP e da biomassa do fungo (BONNARME et al., 1997).

A baixa toxicidade do 6PP para o homem (GRAS — Generally Recognized
As Safety) (OSER et al., 1984), torna este metabolito uma alternativa muito interessante para
o controle biologico de microrganismos fitopatogenos. Entretanto, o alto custo da sintese
quimica do 6PP e a baixa produ¢do do 6PP pelo fungo Trichoderma spp, ainda sao
empecilhos para a sua utilizagao em larga escala, justificando a busca por processos e cultivos
otimizados que aumentem a producdo e reduzam os custos de produ¢do do 6PP (POOLE;

WHITMORE, 1997).
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4 MATERIAL, METODOS, RESULTADOS E DISCUSSAO

O material e os métodos utilizados neste trabalho bem como, os resultados

obtidos e sua discussdo, estdo expostos nos seguintes artigos:

4.1 Otimizagdo das condi¢des de cultivo de Trichoderma atroviride para a produg¢do do 6

pentil a pirona (6PP)

4.2 Influéncia do 6 pentil o pirona (6PP) produzido por Trichoderma atroviride sobre

Mycosphaerella fijiensis, agente causal da Sigatoka Negra da bananeira (Musa sativa)

4.3 Influéncia do 6 pentil o pirona (6PP) produzido por Trichoderma atroviride na
germinacgdo de esporos de Phakopsora pachyrhizi, agente causal da ferrugem asiatica da soja

(Glycine max Merril)
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4.1 Otimizac¢ao das condicoes de cultivo de Trichoderma atroviride para a producao do 6

pentil o pirona (6PP)

Claudio Takeo Ueno'” Raul Jorge Hernan Castro Gémez’

"Universidade ~ Tecnolégica ~ Federal ~do  Parand — UTFPR -  86020-430
ctueno2002@yahoo.com.br Londrina - PR

’Universidade Estadual de Londrina — UEL Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos - 86051-980 rcastrog@yahoo.com Londrina - PR

ABSTRACT

Some species of Trichoderma sp fungus produce lactones, a secondary metabolite with
antifungous properties, known as 6 pentyl o pyrone (6PP). In this work, the influence of
culture conditions parameters, type and nutrients concentration on the production of 6PP by
Trichoderma atroviride was studied and optimized, giving emphasis to the use of cheap raw
materials culture components. Sucrose, glucose, (NH4),SO4 and NaNO; had a negative effect
in 6PP production whereas starch, molasses, peptone, yeast extract and low pH influenced
positively.

Keywords: Antimicrobial activity. Biological control. Culture conditions. Molasses. Process
optimization.

RESUMO

Algumas espécies do fungo Trichoderma sp produzem lactonas, um metabdlito secundario
com propriedades antifungicas, denominado 6 pentil o pirona (6PP). Neste trabalho,
estudou-se a influéncia dos pardametros de condi¢oes de cultivo, concentragdo e tipo de
nutrientes, sobre a produg¢do do 6PP por Trichoderma atroviride. Para o processo de
otimiza¢do aplicou-se um desenho experimental utilizando a metodologia de superficie
resposta dando énfase para o uso de matérias primas de baixo custo na composi¢do de meio
de cultura. Sacarose, glicose,(NH),SO4 e NaNO; tiveram efeito negativo sobre a biossintese
do 6PP, enquanto, melago de cana, peptona, extrato de levedura e pH baixo influenciaram
positivamente.

Palavras chave: Atividade antimicrobiana. Controle bioldgico. Condigdes de cultivo.
Melago. Processo de otimizagao.
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INTRODUCAO

Produtos naturais podem ser utilizados como alternativas para o controle de fungos em
culturas pos-colheita de graos. O interesse nesses produtos estd aumentando pelo fato de
serem potenciais substitutos para fungicidas sintéticos correntemente utilizados na agricultura
(TRIPATHI; DUBEY, 2004). O fungo Trichoderma harzianum possui muitas aplicacdes na
agricultura, sendo possivel utilizad-lo para o controle de fitopatdgenos em solo (DODD et al.,
2000; OTIENO et al.,, 2003; PAPAVIZAS, 1985) e para biossintese de metabolitos
antimicrobianos (CLAYDON et al., 1987). Algumas espécies de Trichoderma spp produzem
0 6 pentil a pirona (6PP) (Fig. 1), metabélito secundario com aroma de céco (ARAUJO et al.,
2002; COLLINS; HALIM, 1972; PRAPULLA et al., 1992) e propriedades antimicrobianas

(CUTLER et al., 1986; SCARSELLETTI; FAULL, 1994).

| N

O

Figura 1 — estrutura do 6 pentil o pirona

O 6PP sintética possui o status de GRAS — “Generally Recognized as Safe” (OSER et al.,
1984). A origem natural e as propriedades antifungicas do 6PP fazem deste metabolito um
biofungicida em potencial para controlar doengas tanto durante o cultivo como na pos-
colheita. (POOLE; WHITMORE, 1997). A biossintese do 6PP ocorre via B-oxidagdo
(SERRANO-CARREON et. al., 1993), que pode ser estimulada na presenga de ésteres de
acidos graxos no substrato (SERRANO-CARREON et al., 1992). Assim, cultivos utilizando

acido ricinoleico obtiveram uma maior produ¢do do 6PP, sugerindo que este acido graxo seja
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precursor deste metabolito (BONNARME et al., 1997). As condigdes de fermentagao, por ex:
agitacdo, turbulenta e ndo turbulenta (SARHY-BAGNON et al., 2000; KALYANI et al.,
2000; GALINDO et al., 2004), presenca ou auséncia de luz, diferentes temperaturas
(COONEY et al., 1997), podem influenciar a biossintese do 6PP (COONEY et al., 1997a;
YONG et al., 1985), As fontes de nitrogénio e carbono do meio de cultura também afetam a
sintese do 6PP. O melago de cana, devido a sua composi¢ao (Tab. 1), é considerado uma boa
matéria prima por apresentar glicose que ¢ sabidamente conhecida como uma fonte primordial
de carbono e sacarose, que também ¢ utilizada por muitos microrganismos. As fontes de
nitrogénio, como extrato de levedura, peptona, NaNO; e (NH4),SO4 sdo muito utilizados em
processos fermentativos. Considerando este quadro, o objetivo deste trabalho foi otimizar as
condi¢des de cultivo que promovam o maximo de produgdo do 6PP por T. atroviride,

anteriormente denominado 7. harzianum IMI 206040 (CARSOLIO et al., 1994).

MATERIAL E METODOS

Microrganismo

O fungo Trichoderma atroviride foi gentilmente cedido pelo Dr. Enrique Galindo do Instituto
de Biotecnologia da Universidad Nacional Auténoma de México e mantido em Agar Batata

Dextrose (ABD) a 5,0 °C até o momento de uso.
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Meio de cultura

Os meios de cultura liquidos foram preparados de acordo com Bonnarme et al., (1997), com
algumas modificacdes, utilizando reagentes de grau analitico. As fontes de nitrogénio foram:
NaNOs, (NHy4),SO4, peptona e extrato de levedura (0,01 — 0,1 g%). Fontes de carbono: amido,
sacarose, glicose (0,1 — 1 g%), melaco (0,3 - 3 °Brix) e valores de pH: 4,5 a 6,5 corrigidos
com HCI/NaOH. O melaco de cana de acucar foi obtido da Cooperativa Agroindustrial -

COROL, Rolandia, PR.

Manuten¢do dos microrganismos

O fungo T. atroviride foi inoculado em Agar Batata Dextrose (ABD) em placas de Petri e

incubado a 25 °C/72 h e em seguida estocado a 5 °C até o momento de uso.

In6culo

Micélios de T. atroviride mantidos a 5 °C foram inoculados em placas de Petri com ABD e

incubados a 25 °C/72 h. Os in6culos foram preparados cortando-se 40 pequenos fragmentos

do micélio em ABD (0,5cm” aproximadamente) e adicionados ao meio de cultura (150 mL).

Delineamento experimental

Primeiramente, delineou-se um desenho experimental (2°) fracionado incompleto com 16

combinagdes ¢ nove variaveis tendo como resposta a produgdo do 6PP (Tabela 2 e 3). Apos

selecionar as melhores fontes de carbono e nitrogénio pelo efeito e custo, as concentragdes
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destas foram ajustadas utilizando a Metodologia de Andlise de Superficie de Resposta com
um desenho experimental fracionado incompleto (3°) (Box-Behnken) com 3 replicatas no
ponto central (Tabela 4 ¢ 5) tendo como resposta a produgdo do 6PP. Ambos os desenhos

experimentais foram analisados aplicando-se o programa Statistica 6.0 (Statsoft).

Condicdes de cultivo

Os meios de cultura com diferentes fontes de carbono e nitrogénio foram incubados a

120rpm/25 °C/72 h.

Determinacgéo de massa micelial

Ap6s o periodo de incubacdo (72 h), o meio de cultivo foi filtrado sob vacuo utilizando papel
filtro Wathman n°5. Em seguida o micélio retido no filtro foi secado a 105 °C até peso

constante (aprox. 24 horas). A massa micelial foi expressa em mg/L de meio de cultura.

Extracdo e determinagéo do 6PP

A extracdo do 6PP procedeu-se de acordo com Scarselletti e Faull (1994). Apos 72 h de
incubacdo, o meio de cultura foi filtrado (Wathman n°. 5) sob vécuo e ao filtrado, adicionou-
se acetato de etila (2:1). A solucdo foi submetida a agitacdo (5 °C/72 h) e em seguida,
separada a fracdo hidrofobica na qual foi adicionado Na,SO4 para eliminar a 4gua
remanescente. A fragdo hidrofobica foi evaporada sob vacuo a 35 °C e em seguida, o residuo
contendo 6PP, diluido em etanol PA (99,5 %). A concentracdo do 6PP foi determinada com
espectrofotometro UV-visivel (Cintra 20) em 302 nm e a absorvancia da solugdo comparada

com curva padrdo do 6PP (Sigma).



Tabela 1 — Caracteristicas quimicas do melago

Solidos soluveis (°Brix) 79,5
Soélidos totais (%) 75,0
Acgucares totais (%) 46,0
Proteinas (%) 3,0
Extrato livre de Nitrogénio (%) 63,0
Lipideos totais (%) 0,0
Fibras totais (%) 0,0
Cinzas (%) 8,1
Ca (%) 0,8
P (%) 0,08
K (%) 2,4
Na (%) 0,2
Cl (%) 1,4
S (%) 0,5
Cu (mg/kg) 36,0
Fe (mg/kg) 249,0
Mn (mg/kg) 35,0
Zn (mg/kg) 13,0
Biotina (mg/kg) 0,36
Colina (mg/kg) 745,0
Acido Pantaténico (mg/kg) 21,0
Riboflavina (mg/kg) 1,8
Tiamina (mg/kg) 0,9

Fonte: Curtin et al., (1983)

Tabela 2 — Constituintes, variaveis e niveis
utilizados no desenho experimental (2 °°)

Constituinte I Nivel I
A - Sacarose 0,1 g/L 1g/L
B — Glicose 0,1g/L lg/L
C — Melago 0,3 °Brix 3 °Brix
D — Amido 0,1 g/L 1g/L
E - NaNO; 0,01g/L 0,1g/L
F — Peptona 0,01g/L 0,1g/L
G - Ext. de levedura 0,01g/L 0,1g/L
H- (NH4)ZSO4 0,0Ig/L O,Ig/L

1-pH 4,5 6,5




Tabela 3 — Desenho experimental 2 *, 16 tratamentos codificados
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Variaveis codificadas

Variaveis decodificadas

Exp A B C D E F G H I a b c d e f g h 1
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0,1 0,1 03 0,1 0,01 0,01 0,01 0,01 45
2 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1,0 0,1 0,3 0,1 0,1 0,01 0,1 0,1 45
3 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 0,1 1,0 03 0,1 0,1 0,1 0,01 0,1 45
4 1 1 -1 -1 -1 1 1 -1 1 1,0 1,0 03 0,1 0,01 0,1 0,1 0,01 6,5
5 -1 -1 1 -1 1 1 1 -1 -1 0,1 0,1 3,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,01 4,5
6 1 -1 1 -1 -1 1 -1 1 1 1,0 0,1 30 0,1 0,01 0,1 0,01 0,1 6,5
7 -1 1 1 -1 -1 -1 1 1 1 0,1 1,0 30 01 0,01 0,01 0,1 0,1 6,5
8 1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 1,0 1,0 3,0 0,1 0,1 0,01 0,01 0,01 45
9 -1 -1 -1 1 -1 1 1 1 -1 0,1 0,1 0,3 1,0 0,01 0,1 0,1 0,1 45
10 1 -1 -1 1 1 1 -1 -1 1 1,0 0,1 0,3 1,0 0,1 0,1 0,01 0,01 6,5
11 -1 1 -1 1 1 -1 1 -1 1 0,1 1,0 0,3 1,0 0,1 0,01 0,1 0,01 6,5
12 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 -1 1,0 1,0 03 1,0 0,01 0,01 0,01 0,1 45
13 -1 -1 1 1 1 -1 -1 1 1 0,1 0,1 3,0 1,0 0,1 0,01 0,01 0,1 6,5
14 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 1 1,0 0,1 3,0 1,0 0,01 0,01 0,1 0,1 6,5
15 -1 1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 0,1 1,0 3,0 1,0 0,01 0,1 0,01 0,01 45
16 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1,0 1,0 3,0 1,0 0,1 0,1 0,1 0,1 6,5
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Tabela 4 — Constituintes e niveis do desenho experimental
incompleto 3°

o Nivel
Constituinte 1 0 1
X - Melago (°Brix) 2,0 4,0 6,0
X, - Extrato de levedura (g/L) 0,01 0,035 0,06
X3 —pH 4,5 5,5 6,5

Tabela 5 — Desenho Experimental 3° incompleto — Box - Benhken

Variaveis codificadas Variaveis decodificadas
EXp. X1 Xz X3 X1 Xz X3
1 -1 -1 0 2,0 0,01 5,5
2 1 -1 0 6,0 0,01 5,5
3 -1 1 0 2,0 0,06 5,5
4 1 1 0 6,0 0,06 5,5
5 -1 0 -1 2,0 0,035 4.5
6 1 0 -1 6,0 0,035 4.5
7 -1 0 1 2,0 0,035 6,5
8 1 0 1 6,0 0,035 6,5
9 0 -1 -1 4,0 0,01 4.5
10 0 1 -1 4,0 0,06 4,5
11 0 -1 1 4,0 0,01 6,5
12 0 1 1 4,0 0,06 6,5
13 0 0 0 4,0 0,035 5,5
14 0 0 0 4,0 0,035 5,5
15 0 0 0 4,0 0,035 5,5

Onde: X;= melago de cana (°Brix), X,= ext. de leved. (g%) e X3= pH

RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecao das melhores fontes de carbono, nitrogénio e pH para producéo do 6PP

A composi¢ao dos meios de cultura e as condi¢cdes de fermentacdo utilizadas para selecionar
as variaveis o0timas foram baseadas em experimentos prévios e em literatura (BONNARME et
al., 1997), onde foi observado que 120 rpm a 25 °C/ 72 h, eram as condi¢des mais adequadas
para otimizagdo da produgdo do 6PP, com relag¢do aos nutrientes de meio de cultivo (carbono
e nitrogénio) o aumento das concentracdes de NaNO; e (NH4),SO4 apresentou um efeito

negativo significativo na produ¢ao do 6PP (Tab. 6). No caso do observado para peptona e
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extrato de levedura, verifica-se um efeito negativo nao significativo. A produgdo do 6PP
(mg/L de meio) ndo foi influenciada pela variagdo da concentragao de sacarose e glicose. No
caso do amido e melagco de cana de agucar, foi verificado que um aumento de sua
concentragdo afeta positivamente a producdo do 6PP, sendo este efeito significativo para o
amido e ndo significativo no caso do melago (Tab. 6). As mudangas do valor de pH dentro da
faixa experimental indicaram um efeito negativo nao significativo na produgao do 6PP (mg/L
de meio) (Tab. 6). De acordo com estes resultados, a melhor fonte de nitrogénio para a
produgdo do 6PP, correspondeu ao extrato de levedura por apresentar o menor efeito negativo
ndo significativo. No caso da fonte de carbono, verificou-se que o amido apresentou um efeito
positivo significativo, ao contrario das outras fontes estudadas que tiveram efeitos positivos,
mas nao significativos na produg¢do do 6PP. Entretanto, foi escolhido o melago de cana de
acucar por sua composi¢do rica em sais minerais (Tab. 1), facilidade de manipulacdo durante
o preparo do substrato e por sua disponibilidade na regido oferecendo assim, mais uma opgao

de utilizacdo a industria.

Tabela 6 — Condi¢des experimentais e resposta obtida a partir de desenho experimental
2 9'5

Exp a b c d e f g h (rgg/fi)
0,1 0,1 0,3 0,1 0,01 0,01 0,01 0,01 4,5 31,80
1,0 0,1 0,3 0,1 0,1 0,01 0,1 0,1 4,5 8,66
0,1 1,0 0,3 0,1 0,1 0,1 0,01 0,1 4,5 13,80
1,0 1,0 0,3 0,1 0,01 0,1 0,1 0,01 6,5 39,07
0,1 0,1 3,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,01 4,5 17,13
1,0 0,1 3,0 0,1 0,01 0,1 0,01 0,1 6,5 11,67
0,1 1,0 3,0 0,1 0,01 0,01 0,1 0,1 6,5 15,67
1,0 1,0 3,0 0,1 0,1 0,01 0,01 0,01 4,5 30,53
0,1 0,1 0,3 1,0 0,01 0,1 0,1 0,1 4,5 13,40
1,0 0,1 0,3 1,0 0,1 0,1 0,01 0,01 6,5 14,87
0,1 1,0 0,3 1,0 0,1 0,01 0,1 0,01 6,5 40,07
1,0 1,0 0,3 1,0 0,01 0,01 0,01 0,1 4,5 56,13
0,1 0,1 3,0 1,0 0,1 0,01 0,01 0,1 6,5 15,80
1,0 0,1 3,0 1,0 0,01 0,01 0,1 0,1 6,5 102,47
0,1 1,0 3,0 1,0 0,01 0,1 0,01 0,01 4,5 83,93

16 1,0 1,0 3,0 1,0 0,1 0,1 0,1 0,1 6,5 8,6
Efeito 0,76 1,35 1,27 3,13 -3,83  -1,85 -0,25 -4,05 -2,78

p 0,557 0311 0,337 0,043 0,020 0,180 0,843 0,016 0,062
Onde: a= glicose, b= sacarose, c= melago, d= amido, e= NaNOs;, f= peptona, g= ext. levedura,
h= (NH,4),S04, i= pH

— e = e
U]Lw.\),_OOOO\IC\UIJkMNH




31

Determinacgdo das melhores condi¢des de fermentacéo para producéo do 6PP

Os efeitos da analise de variancia dos dados experimentais para a resposta: produ¢ao do 6PP
(mg/L) se encontram nas tabelas 7 e 8. As variaveis analisadas (X;, X, e X3) apresentaram
efeitos ndo significativos (p<0,05) dentro das condigdes experimentais estudadas. O
coeficiente de determinacdo (R’=0,726) para a resposta 6PP (mg/L) permite afirmar que
72,6% da variacdo da resposta é explicada pelo modelo, indice aceitavel para sistemas
bioldgicos. A falta de ajuste dos dados ndo foi significativa (p=0,261477) indicando que o
modelo matematico se ajusta adequadamente aos dados experimentais (Tab. 8), portanto, &
adequado para fins preditivos (Tab.9), dentro da regido experimental (Tab 4). A figura 2
revela o grafico de linhas de contorno dos efeitos da concentracdo do extrato de levedura e do
melaco de cana de agucar, sobre a producdo do 6PP (mg/L) em pH= 4,5. Nesta figura
observa-se que as melhores producdes do 6PP foram obtidas em duas condi¢des distintas.
Assim, apds a analise destes dados e aplicando-se a equagdo do modelo (Tab.9), as maiores

concentragdes dos componentes do meio de cultura para produgdo do 6PP foram em primeiro

Tabela 7 — Condig¢des experimentais e resultados obtidos a
partir Desenho Experimental 3° — Box - Benhken-

o Variavel decodificada 6PP (mg/L)*
Trat. n°. X, X, X,

1 2,0 0,01 5,5 48,93
2 6,0 0,01 5,5 67,53
3 2,0 0,06 5,5 53,27
4 6,0 0,06 5,5 51,67
5 2,0 0,035 4,5 63,20
6 6,0 0,035 4,5 49,93
7 2,0 0,035 6,5 48,07
8 6,0 0,035 6,5 54,13
9 4,0 0,01 4,5 82,40
10 4,0 0,06 4,5 70,27
11 4,0 0,01 6,5 54,47
12 4,0 0,06 6,5 41,47
13 4,0 0,035 5,5 59,67
14 4,0 0,035 5,5 47,13
15 4,0 0,035 5,5 54,93
p* 0,991 0,141 0,063

Onde: X;= melago de cana (°Brix), X,= ext. de leved. (g%) e X;= pH
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lugar, 2,0 °Brix de melago de cana, 0,06g% de extrato de levedura e pH 4,5 e em segundo,
5,0 ° Brix de melaco 0,01g% de extrato de levedura e pH 4,5. Por outro lado, a producao do
6PP ¢ maior em meios nutricionalmente pobres. Assim, quando um dos componentes, extrato
de levedura ou melago de cana, encontra-se em concentra¢des elevadas, seguramente um
compensa a deficiéncia do outro, explicando as duas melhores condi¢des de producdo do 6PP.
Este comportamento do 7. atroviride sugere que o estresse pela competicdo por nutrientes
ativa o metabolismo secundario e entdo, aumenta a biossintese do 6PP. Esta pode ser uma
possivel via utilizada pelo 7. atroviride para produzir uma ferramenta de competi¢do contra
outros fungos por nutrientes e sobreviver no ambiente. Pesquisas neste sentido estdo sendo
desenvolvidas em nosso laboratorio. A diferenga de producao do 6PP entre as duas condigdes
foi de 4,29%. A escolha entre usar uma ou outra condicao devera ser decidida em fungdo de
critérios econdomicos, considerando a disponibilidade e os pregos do melago de cana de agticar
e do extrato de levedura. De qualquer forma, mais estudos poderdo fornecer subsidios para

determinar uma unica melhor condi¢do de producao do 6PP.

Tabela 8 — Analise de variancia dos resultados para a resposta 6PP (mg/L)

Fator Soma dos Graus de Quadrado P
quadrados liberdade médio

X 17,863 2 8,9314 0,817566
X, 226,709 2 113,3547 0,260956
X; 588,803 2 294,4015 0,119684
X *X, 228,010 1 228,0100 0,139683
X *X3 93,412 1 93,4122 0,266165
X*X5 0,189 1 0,1892 0,951438
Falta de ajuste 357,479 3 119,1597 0,261477
Erro puro 80,051 2 40,0254

Total soma dos quadrados 1597,185 14

Coeficiente de Determinagio (R?)=0,726.
Onde: X; = Melago (°Brix), X2 = Extrato de levedura (g%), X; = pH
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Figura 2 — Superficie de resposta para producao do 6PP (mg/L de meio) variando os niveis de
melaco e extrato de levedura e pH fixo em pH 4,5

Tabela 9 — Valores do 6PPmg/L preditivos aplicando a equagao do
modelo: Z= 202,76 - 3,62x - 0,55x*- 166,63y + 9793,33y*
- 151xy + (2,42*4,5%) - (8,70*%4,5y) - 142,14

Melago de Cana Ext. Levedura pH Resposta
(°Brix) g/100mL 6PP (mg/L)
1 2,0 0,01 4,5 68,826
2 2,0 0,035 4,5 67,149
3 2.0 0,06 4.5 77,713
4 2.0 0.06 5.5 62,087
5 3,0 0,01 4,5 71,821
6 4,0 0,01 4,5 73,716
7 4,5 0,01 4,5 74,252
9 4,0 0,035 4,5 64,489
10 4,0 0,01 5,5 63,358

Onde: x= extrato de levedura e y= melago de cana

CONCLUSAO

e A produgcdo do 6PP (mg/L de meio) foi influenciada pelas fontes de carbono e
nitrogénio.

e Valores de pH acima de 4,5 interferem negativamente na produg¢ao do 6PP
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e Em condi¢des de baixa concentragdo de fonte de nitrogénio ou de fonte de carbono ha
um efeito positivo para a produgdo do 6PP, ao passo que altas concentragdes de ambos
(nitrogénio e carbono) ha um efeito negativo.

e Foram detectados duas condi¢des 6timas de producao do 6PP:

0 5,0 °Brix, 0,01 g% de extrato de levedura, pH 4,5, temperatura de incubagdo
25 °C com agitagao de 120rpm durante 72 h;
0 2,0 ° Brix, 0,06 g% de extrato de levedura, pH 4,5, temperatura de incubagdo

25 °C com agitagao de 120rpm durante 72 h.
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ABSTRACT

The 6 pentyl o pyrone (6PP) is a metabolite produced by Trichoderma atroviride with
antimicrobial properties which inhibit fungal growth. This characteristic is very important to
biological control of phytophatogens. Mycosphaerella fijiensis is the causal agent of the
Black Sigatoka disease in banana, is causing for reduction in productivity and increase in
pesticide use. Nowadays, the disease is controlled by resistant cultivars and pulverization of
synthetic chemical fungicides in banana crops. Thus, the objective of this work was to analyze
“in vitro”, the influence of 6PP on M. fijiensis development. The results showed that the
development of the mycelium of M. fijiensis was inhibited when using 40 ug of 6PP/mL agar
in culture media. 6PP showed fungicide effect but its activity decreases with the decrease of

6PP concentration.

Keywords: Antimicrobial. Biofungicide. Biological control. Biotechnology.

RESUMO

O 6 pentil a pirona (6PP) é um metabdlito produzido por Trichoderma atroviride que possui
propriedades antimicrobianas que inibem o crescimento de fungos. Tal caracteristica é muito
importante no controle biologico de fitopatogenos. O fungo Mycosphaerella fijiensis, agente
causal da Sigatoka negra da banana, é responsavel por reducdo nas colheitas e aumento de
consumo de pesticidas. Essa doenga é controlada por meio de variedades resistentes e com a
pulverizagdo de fungicidas quimicos em plantagcoes de banana. Sob este aspecto, o objetivo
deste trabalho foi analisar a influéncia “in vitro” do 6PP sobre o desenvolvimento de M.
fijiensis. Os resultados demonstraram que o desenvolvimento de micélio de M. fijiensis foi
inibido com 40 ug do 6PP/ mL de agar em meio de cultura. O 6PP demonstrou efeito
fungicida e redugdo da atividade proporcional a concentragdo do 6PP.

Palavras-chave: Antimicrobiano. Biofungicida. Controle biologico. Biotecnologia.
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INTRODUCAO

O fungo Mycosphaerella fijiensis ¢ causador da sigatoka negra da bananeira
(FIORAVANCO; PAIVA, 2005), cujo controle atualmente é feito por meio de variedades
resistentes ¢ da utilizacdo de fungicidas quimicos (WASHINGTON et al., 1998). A
conseqiiéncia do uso indiscriminado de fungicidas ¢ a selegdo de populagdes resistentes
(ROMERO; SUTTON 1997, CHIN et al., 2001) que exigem o desenvolvimento de novos
fungicidas e alternativas para os mesmos. O plantio de cultivares de banana mais resistente a
sigatoka negra ¢ uma alternativa para controle da doenga (OKOLE; SCHULZ, 1997; ORTIZ;
VUYLSTEKE, 1994; HARELIMANA et. al., 1997), bem como a utilizagdo de produtos
naturais com atividade antimicrobiana, que sdo potenciais substitutos dos fungicidas quimicos
(TRIPATHI; DUBEY, 2004). O fungo Trichoderma harzianum é utilizado na agricultura para
controle de fitopatégenos no solo, bem como em frutos (DODD et al., 2000; OTIENO et al.,
2003; PAPAVIZAS, 1985). Algumas espécies de Trichoderma produzem um metobolito
secundario com propriedades antimicrobianas, o 6 pentil a pirona (6PP) (CUTLER et al.,
1986; PARKER et al, 1997; DODD et al., 2000), também produzido pelo Trichoderma
atroviride (anteriormente Trichoderma harzianum IMI 206040, CARSOLIO et al., 1994). A
produgdo do 6PP a partir de cultivo de 7. harzianum (BONNARME et al., 1997) e processos
de extracdo permite possiveis usos contra fitopatdogenos que atacam frutos e hortalicas
(POOLE; WHITMORE, 1997) bem como as culturas de graos. Considerando o impacto que a
sigatoka negra causa a producao de banana, o objetivo deste trabalho foi analisar a influéncia
“in vitro” do 6PP sobre o crescimento micelial de M. fijiensis e a concentragdo minima
inibitéria em meio com Agar Batata Dextrose (ABD) e gerar dados para futuros estudos em

campo.
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MATERIAL E METODOS

Microrganismos
Trichoderma atroviride (anteriormente Trichoderma harzianum IMI 206040 Carsolio et al.,
1994) que foi gentilmente cedido pelo Dr. Enrique Galindo, do Instituto de Biotecnologia da

Universidad Nacional Autébnoma de México.

Mycosphaerella fijiensis (amostra gentilmente cedida pela EMBRAPA de Goias).

Meios de Cultura

Os meios de culturas liquidos foram preparados com reagentes analiticos (p.a), de acordo com
Bonnarme et al., (1997) com algumas modificacdes. A fonte de nitrogénio utilizada foi
extrato de levedura (0,01g %) e a fonte de carbono, melago de cana (4,0 °Brix) em pH 4,5

(HC1/NaOH) com volume final de 150mL.

Manuten¢do dos microrganismos

T. atroviride ¢ M. fijiensis foram mantidos em placas de Petri com Agar Batata Dextrose

(ABD) a 5 °C até o momento de uso.
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Preparo de inéculo de T. atroviride para producéo do 6PP

Micélios de T. atroviride mantidos a 5 °C foram inoculados em placas de Petri com Agar
Batata Dextrose e incubados a 25 °C/72 h, a partir deste, o inoculo foi preparado cortando-se
40 pequenos fragmentos de dgar com micélio (0,5 cm’® aproximadamente) e inoculado ao
meio de cultura liquido citado anteriormente, que foi incubado a 25 °C a 120rpm/72 h em

agitador horizontal (TE-421 Tecnal).

Extracédo do 6PP

A extrag@o do 6PP procedeu-se segundo Scarselletti e Faull (1994). Apds 72 h de incubagao, a
cultura foi filtrada (Whatman n°.5) sob véacuo e, ao filtrado foi adicionado acetato de etila
(2:1). A solugdo foi agitada 120 rpm a 5°C/72 h e em seguida, separadas as fragdes
hidrofobicas e hidrofilicas. A fragdo hidrofobica, adicionou-se Na,SO, para eliminar a dgua
remanescente ¢ filtrou-se novamente (Whatman n° 5). A fragdo hidrofébica foi evaporada sob
vacuo fraco a 35°C e o residuo obtido contendo 6PP, ressuspendido em etanol p.a. (99,5 %).
A concentracdo do 6PP foi determinada com espectrofotometro UV-visivel (Cintra 20) em

302 nm e a absorbancia da solu¢do comparada com curva padrao do 6PP (Sigma).

Preparacao dos esporos de M. fijiensis

M. fijiensis foi cultivado em ABD a 25 °C até esporulagdo. Em seguida os esporos foram

coletados em condigdes assépticas e diluidos em solucdo estéril de Tween 2 % e sua

populacdo determinada por contagem em camara de Neubauer.
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Determinagédo da concentra¢do minima do 6PP para inibi¢éo “in vitro” do M. fijiensis

O 6PP dissolvida em etanol foi adicionada em Placa de Petri em quantidade suficiente para
propiciar as concentracdes finais de 10, 20, 30, 40, 50 ug/mL de ABD em duplicata ¢ mantida
em temperatura ambiente sob condigdes assépticas para evaporagao do solvente. Em seguida,
5x10* esporos de M. fijiensis foram depositados na placa de Petri ao lado oposto do 6PP
suspendendo-os em seguida em SmL de ABD (43 °C) seguido de homogeneizagdo suave
juntamente com a 6PP. Apds a solidificacdo do ABD, as placas foram incubadas a 25 °C/72 h
com observagdes diarias do crescimento do fungo. A determinagdo da atividade
fungistatica/fungicida foi realizada inoculando 10* esporos de M. fijiensis em meio Caldo
Dextrose Batata contendo 6PP nas concentragdes de 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 ug/mL e
incubados a 25 °C/72 h. Apo6s esse intervalo, aliquotas de 0,1 mL do caldo foram retirados
desses tubos e inoculados em tubos contendo Caldo Dextrose Batata isento do 6PP e

incubados novamente a 25 °C /72 h e observado a formagao de micélio.

Estabilidade do 6PP sob estocagem

O 6PP produzida foi estocada em recipiente ambar a -20 °C, 8 °C e temperatura ambiente
protegido da luz. A estabilidade do 6PP foi medida pela observagdo do efeito inibitoério do
mesma sobre M. fijiensis em Placas de Petri com 50 pg do 6PP/mL de ABD. As placas de
Petri foram inoculadas com 10* esporos/mL de M. fijiensis e incubadas a 25 °C/72 h. O efeito
inibitério foi comparado com controle negativo, isento do 6PP. Apos intervalo de 96 h o

procedimento acima foi repetido até o periodo 17 dias de estocagem.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s 72 h de incubagdo, a inibicdo do crescimento pelo 6PP foi observada a partir de 40 pg
do 6PP/mL (Figs. 8 a 11). Concentracdes inferiores a 40 pg/mL provocaram um crescimento
lento do fungo. A agdo sobre crescimento do micélio em Caldo Dextrose Batata foi observada
em concentragdes acima de 30 ug do 6PP/mL, cujo desenvolvimento era inibido a medida que
a concentracdo aumentava (Fig. 16 a 18). Inoculos do fungo proveniente do caldo com
concentragdes inferiores a 40 pg do 6PP/mL apresentaram um crescimento lento quando
inoculados em caldo isento do 6PP, se comparado ao controle (Fig. 12) provavelmente devido

a uma possivel injuria celular (Fig. 15 ¢ 16).

Secdo de Figuras: Esporos de M. fijiensis submetidos a diferentes concentragoes do 6PP

Mpycosphaerella fijiensis 48hs

Mpycosphaerella fijiensis

10* esporos/mL 10* esporos/mL

Figura 1 — Controle — 24 h 10* esporos M. Figura 2 — Controle — 48 h 10* esporos M.
fijiensis/mL fijiensis/mL



Mycosphaerella fijiensis 72hs

10* esporos/mL

Figura 3 — Controle — 72 h 10* esporos M.
fijiensis/mL

Mycosphaerella fijiensis 72hs

10* esporos/mL
+ 6PP 20ug/mL

Figura 5 — 72 h 10* esporos M.
fijiensis/mL+20 ug 6PP/mL

41

Mycosphaerella fijiensis  ggp.¢

10* esporos/mL
+ 6PP 20,g/mL

Figura 4 — 48 h 10" esporos M. fijiensis/mL +
20 pg 6PP/mL

Mycosphaerella fijiensis ~ 48hs

10* esporos/mL
+ 6PP 30pg/mL

Figura 6 — 48 h 10* esporos M. fijiensis/mL +
30 pg 6PP/mL



Mycosphaerella fijiensis 72hs ‘

10* esporos/mL
+ 6PP 30ug/mL

Figura 7 — 72 h 10* esporos M. fijiensis/mL +
30 ug 6PP/mL

Mycosphaerella fijiensis T2hs

10* esporos/mL
+ 6PP 40ug/mL

Figura 9 — 72 h 10* esporos M. fijiensis/mL +
40 pg 6PP/mL
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Mycosphaerella fijiensis  48hs

10* esporos/mL
+ 6PP 40.g/mL

Figura 8 — 48 h 10* esporos M. fijiensis/mL +
40 pg 6PP/mL

Mycosphaerella fijiensis  48hs

10* esporos/mL
+ 6PP 50ug/mL

Figura 10 — 48 h 10* esporos M. fijiensis/mL +
50 nug 6PP/mL
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Mycosphaerella fijiensis 72hs

10* esporos/mL

M. fijiensis
+ 6PP 50ug/mL

Controle - 96hs 1

Figura 11 — 72 h 10* esporos M. fijiensis/mL Figura 12 — Controle — 96 h 10" esporos M.
+ 50 pg 6PP/mL fijiensis/mL.  Caldo  Dextrose
Batata

M. fijiensis 4 :
10pug/mL 6PP 96hs M. fijiensis
20ug/mL 6PP 96hsy

Figura 13 — 96 h 10* esporos M. fijiensis/mL Figura 14 — 96 h 10* esporos M. fijiensis/mL
Caldo Dextrose Batata 10 pg/mL Caldo Dextrose Batata 20 pg/mL
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M. fijiensis
M. fijiensis 40ug/mL 6PP 96hs
30pug/mL 6PP 96hs |
Figura 15 — 96 h 10* esporos M. fijiensis/mL Figura 16 — 96 h 10* esporos M. fijiensis/mL
Caldo Dextrose Batata 30 pg/mL Caldo Dextrose Batata 40 pg/mL

M. fijiensis
M. fijiensis 60pg/mL 6PP 96hs

50pg/mL 6PP 96hs 9 |

Figura 17 — 96 h 10* esporos M. fijiensis/mL Figura 18 — 96 h 10* esporos M. fijiensis/mL
Caldo Dextrose Batata 50 pg/mL Caldo Dextrose Batata 60 pg/mL
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Estabilidade do 6PP

A poténcia do 6PP aparentemente ¢ reduzida ap6s 72hs de estocagem, afetando a sua acao
sobre o M. fijiensis (Figs. 20-21) quando comparado com a agdo da 6PP recém extraida (Figs.
20-22). Apos esse periodo, a agdo do 6PP ¢ semelhante até 408hs de estocagem. As
temperaturas de estocagem (-20°C, 8°C e temperatura ambiente) influiram pouco na atividade
do 6PP. Por outro lado, provavelmente o microrganismo apresenta alguma acdo metabolica
que conduz a uma adaptacdo apds 72hs de incubacdo quando inicia o seu desenvolvimento.
Entretanto quando a concentragdo do 6PP foi duplicada ou seja, aumentou de 50 para 100
pg/mL (Fig. 23), foi observado que o microrganismo necessitou de 120hs de incubagdo para
recém comecgar o seu crescimento. Isto pode estar demonstrando que o fitopatogeno em
questdao possui uma capacidade de metabolizar a 6PP e que quando a concentragdo do 6PP
atinge um valor inferior a0 minimo necessario para inibir, 0 microrganismo comeca a se
desenvolver. Provavelmente deve existir uma concentragcdo acima de 100ug/mL na qual o
microrganismo sera afetado de tal forma, que injuria (dano metabolico irreversivel) provocada

pela 6PP ndo lhe permitird adaptar-se permanecendo inibido.

M. fijiengis 2dhs M. fijiensis 4Ghs M. fijlensis 73hs M. fijiensis 98h
T I i 10° esporos/mi. 10* esporosimL

Controle negativo: Controle negativo: Controle negative: Countrole negativo:
10° esporos M. 10 esporos M. 10* esporos M. 10° esporos M.
Jijiensis/mL 24hs Jfijiensis/mL 48hs fijiensis/mL T2hs Jfijiensis/mL 96hs

Figura 19 Controle negativo de M. fijiensis (sem 6PP) incubada a 25°C



M. fijiensis 48hs

10" esporosimL

G6PP 50ug/mL

Ohs

M. fijiensis 4&hs
10* esporos/mL

BPP 50pg/mi
72hs -20°C

72hs
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M. fjiensis 48hs
10* esporos/mi

GPP S0ugmL
144hs -20°C

144hs

Figura 20 — M. fijiensis (10* esporos/mL) submetido a 50 pg do 6PP/mL com diferentes tempos

de estocagem a -20°C, tempo de incubagio: 48hs

M. fijlensis 48hs
10° esporosimL

6PP StugimL
276hs -20°C

216hs

M. fijiensis 48hs
10" esporos/mL

6PP 50ug/mL
312hs -20°C

312hs

M. fijiensis T2hs
10* ssporosiml

6PP 50ug/mL
312hs -20°C

312hs

M. fijiensis T2hs
10" esporosml

GPP S0pgimL
408hs -20°C

408hs

M. fijiensis 48hs
10" esporos/imL

408hs

Figura 21 — M. fijiensis submetido a 6PP com diferentes tempos de estocagem a -20°C, tempo de

incubacao: 72hs



M. fijiensis 96hs
10" esporos/mL

6PP 50pgimlL

Ohs

M. fijiensis 96hs
10" esporosimlL

6PP Slpgiml
31 2hs -20°C

312hs

M. fijfernsis 26hs
10" esporos/mL

72hs

M. fijlensis 96hs
10* espores/mL

6PP 50pg/mlL
408hs -20°C

408hs
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M. fjiensis 96hs
10" esporosimi

6PP StugimL
144hs -20°C

144hs

Figura 22 — M. fijiensis submetido a 6PP com diferentes tempos de estocagem a -20°C, tempo de

incubagdo:96hs
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M. fijiensis 48hs M. fijlensis TZhs M. fijiensis 96hs
10° esporosiml 10" esporosiml 10? esporos/mL

GPP Tﬂﬂpg-“mL PP 100ugimlL PP 100pgimL
408hs -20°C 408hs -20°C 408hs -20°C

48hs de incubacio 72hs de incubacéo 96hs de incubacio

M Hjfenals 120ha
10° esporos/mL

GPF 100pgimL
408hs -20°C

120hs de incubacio

Figura 23 — M. fijiensis submetido a 6PP (100pg) estocada a -20 °C, tempo de incubagio: 48, 72, 96 ¢
120hs

CONCLUSAO

e As placas de Petri contendo 20 e 30 pg do 6PP /mL de Agar Batata Dextrose
apresentaram um crescimento lento do M. fijiensis quando comparado com o controle
negativo;

e A atividade do 6PP em Caldo Dextrose Batata contra M. fijiensis foi eficaz a partir de
30 pg/mL nao apresentando desenvolvimento em concentragdes superiores a essa,

mesmo apods 96 h de incubacao;
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A atividade fungicida em Caldo Dextrose Batata foi observada somente em
concentragdes superiores a 30 pg/mL sendo que, abaixo desta, a acdo foi somente
fungistatica;

e O 6PP permaneceu ativo até 17 dias de estocagem, independente da temperatura
utilizada no armazenamento;

e O crescimento do fitopatégeno ocorrido somente apds 72hs de estocagem na presenga
do 6PP, provavelmente foi devido a processos de degradagdo e/ou pela capacidade do
microrganismo de metabolizar a molécula;

e O aumento da concentracdo do 6PP de 50 pg/mL para 100 ng/mL prolongou o tempo

de inibicdo de M. fijiensis em 48 h;

e A acdo inibitoria do 6PP sobre o M. fijiensis foi mais intensa em meios liquidos;

PERSPECTIVAS FUTURAS DE APLICACAO BIOTECNOLOGICA DO 6PP

O potencial do 6PP é promissor dado as caracteristicas antimicrobianas que a mesma possui,
além da sua inocuidade (OSER et al., 1984). Estudos demonstram atividade contra outros
microrganismos além de M. fijiensis (DODD et al., 2000; OTIENO et al., 2003;
PAPAVIZAS, 1985). O mecanismo de acdo, a interagdo com vegetais e sua metabolizacao
caso seja absorvida, devem ser estudadas para analisar a interagdo com o meio ambiente. A
analise detalhada da acdo de intempéries e outros agentes externos sao necessarios para gerar
dados adicionais que auxiliem no desenvolvimento de um produto estavel. A utilizagdo de
coadjuvantes tecnoldgicos como antioxidantes, protetores de UV, detergentes que reduzam o

processo de evaporacdo e saponificantes que aumentem a solubilidade do composto em agua
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sdo sugestoes para pesquisas futuras com esta molécula, bem como a selecao de isolados mais

produtivos.
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4.3 Influéncia do 6 pentil a pirona (6PP) produzido por Trichoderma atroviride na
germinacio de esporos de Phakopsora pachyrhizi, agente causal da ferrugem asiatica da

soja (Glycine max Merril)
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ABSTRACT

The 6PP is a secondary metabolite produced by Trichoderma atroviride with antimicrobial
properties. This characteristic is very important to the development of new fungicides against
phytopathogens in fruits, vegetables and grain crops. Phakopsora pachyrhizi is a fungus that
attack soybeans causing decrease in crop production and enhance the use of chemical
fungicides. Considering these information, analysis of the “in vitro” influence of 6PP
produced by T. atroviride on P. pachyrhizi spores germination can support basic information
to its further application in soybean fields. P. pachyrhizi spores were incubated at 25 °C/24 h
in Petri dishes with PDA at different concentrations of 6PP. The 6PP inhibited the spores
germination in concentrations above 10 ug/mL, and reduced the germination velocity at
concentration of 5 ug/mL.

Keywords: Biological control. Crop protection. Biotechnology. Biofungicide.

RESUMO

O 6PP ¢ um metabolito secundario produzido por Trichoderma atroviride com propriedades
antifungicas, cuja caracteristica é muito importante para o desenvolvimento de novos
fungicidas contra fitopatogenos em frutas, hortalicas e culturas de grdos. O Phakopsora
pachyrhizi é um fungo que ataca a soja ocasionando perdas em colheitas e aumento do uso
de fungicidas quimicos. Considerando esse quadro, a andlise da influéncia “in vitro” do 6PP
produzida por T. atroviride na germina¢do de esporos de P. pachyrhizi pode fornecer
informagoes basicas para futuras aplicagoes do 6PP no campo. Os esporos de P. pachyrhizi
foram incubados a 25 °C/24 h em placas de Petri com ABD com diferentes concentragoes do
6PP. Os resultados demonstraram que o 6PP inibe a germina¢do dos esporos em
concentragoes acima de 10 ug/mL, e reduz a velocidade de germina¢do em concentragdo de
5 ug/mL.

Palavras-chave: Controle bioldgico. Prote¢ao de culturas. Biotecnologia. Biofungicida.
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INTRODUCAO

O Phakopsora pachyrhizi Syd & P. Syd, agente causal da ferrugem asidtica da soja (asian
soybean rust) ocasiona quedas na produgdo dessa cultura em muitos continentes. Inicialmente
encontrado na Asia, o fungo disseminou-se para outros paises e continentes como Africa
(LEVY, 2005), Tanzania (BERNDT, 2005), México (RODRIGUEZ; RIOS, 2006) ¢ em
paises da América Latina, incluindo o Brasil, maior exportador de soja (DESLANDES, 1979,
YORINORI et al. 2005). O fungo P. pachyrhizi apresenta ampla gama de hospedeiros
(YAMAOKA et al., 2002, YEH et al., 1981), e sua disseminagao ¢ rapida por desenvolver-se
em amplas faixas de temperaturas (17-27°C) (KOCHMAN, 1979). Atualmente, o controle
dessa doenca ¢ realizado através de aplicagdo de fungicidas quimicos (SOARES et al., 2004).
As conseqiiéncias econdOmicas com a entrada desse fungo em regides produtoras de soja sdo
consideraveis, incentivando o desenvolvimento de novos meios de controle alternativos
(KUCHLER et al., 1984). A selecdo de variedades de soja resistentes (KEOGH et al., 1980;
MCLEAN, 1979; SCHOEN et al., 1992), a pesquisa de produtos naturais com atividade
antimicrobiana (TRIPATHI; DUBEY, 2004) e microrganismos antagonistas (DATNOFF et
al., 1995). O fungo Trichoderma harzianum ¢é utilizado na agricultura para controle de
fitopatogenos no solo (DODD et al., 2000; OTIENO et al., 2003; PAPAVIZAS, 1985) sendo
que algumas espécies de Trichoderma sintetizam o 6 pentil a pirona (6PP), metabdlito
secundario com propriedades antimicrobianas (CUTLER et al., 1986; POOLE; WHITMORE
1997; DODD et al., 2000). Considerando o impacto que a ferrugem asiatica da soja causa a
produgdo de graos, o objetivo deste trabalho foi analisar a influéncia “in vitro” do 6PP sobre a
germinagdo de esporos de P. pachyrhizi, e obter informagdes para estudos futuros sob

condi¢des controladas e em campo.
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MATERIAL E METODOS:

Microrganismos

Trichoderma atroviride (Trichoderma harzianum IMI 206040, Carsolio et al., 1994)
gentilmente cedido pelo Dr.Enrique Galindo do Instituto de Biotecnologia da Universidad
Nacional Auténoma de México.

Esporos de Phakopsora pachyrhizi gentilmente cedidos pela EMBRAPA soja de Londrina —

PR.

Meios de Cultura

Os meios de cultura liquidos foram preparados com reagentes analiticos grau p.a., de acordo
com Bonnarme et al., (1997) com modificagdes. A fonte de nitrogénio utilizada foi extrato de
levedura (0,01g %) e a fonte de carbono, melago de cana (4,0 °Brix) em pH 4,5 (HCI/NaOH).
Os meios de cultura sélidos (Agar Batata Dextrose - ABD) foram preparados de acordo com

as indicagoes do rotulo do mesmo.

Manutencdo de microrganismos

T. atroviride cultivado em placas de Petri com ABD foi mantido em geladeira a 5 °C até o

momento de uso. Os esporos de P. pachyrhizi foram coletados a partir de culturas infectadas
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de soja em estufa sob cuidados da EMBRAPA Soja — Londrina - PR e estocados em freezer a

—20 °C, por periodo maximo de 48 h, quando foram utilizados para o experimento.

Inoculacdo de T. atroviride para producéo do 6PP

Micélios de T. atroviride mantidos a 5 °C foram inoculados no centro de placas de Petri com
ABD e incubados a 25°C/72 h. O ino6culo foi preparado cortando-se pequenos fragmentos de
agar (0,5 cm” aproximadamente) com micélios, inoculados ao meio de cultura liquido citado
anteriormente e incubados a 25°C a 120 rpm/72 h em agitador horizontal Tecnal (mod. TE-

421).

Extracéo do 6PP

A extragdo do 6PP procedeu-se segundo Scarselletti & Faull (1994). Ap6s 72 h de incubacao,
a cultura foi filtrada (Whatman n°® 5) sob vacuo e ao filtrado foi adicionado acetato de etila
(2:1). A solugdo foi agitada a 120 rpm a 5°C/72 h e em seguida as fracdes hidrofobicas e
hidrofilicas foram separadas. A fragdo hidrofobica adicionou-se Na,SO, para eliminar a dgua
remanescente ¢ filtrada novamente (Whatman n° 5). A fragdo hidrofébica foi evaporada sob
vacuo a 35 °C e o residuo obtido contendo 6PP foi diluido em etanol p.a (99,5%). O 6PP
assim obtida foi armazenada em freezer a — 20 °C e diluida em etanol até o momento de uso,
para manter a estabilidade do metabolito. A concentragdo do 6PP foi determinada com
espectrofotometro UV-visivel (Cintra 20) em 302 nm e a absorbancia da solu¢do comparada

com curva padrdo do 6PP (Sigma).
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Preparacéo de esporos do P. pachyrhizi

Esporos de P. pachyrhizi recém coletados, mantidos em freezer e em ambiente seco, foram
diluidos em Tween 2% estéril no momento de uso. A quantificacdo da populacao foi estimada

por contagem em camara de Neubauer.

Teste “in vitro” da ac¢éo do 6PP sobre a germinacéo de esporos de P. pachyrhizi

O 6PP diluida em etanol foi adicionada em Placa de Petri em quantidade suficiente para
atingir as concentragdes finais de 5, 10, 20, 30, 40, 50 ¢ 60ug/mL e mantido a temperatura
ambiente sob condigdes assépticas para evaporagdo do solvente. Em seguida, foram
adicionados SmL de 4gar-agar (43°C) seguido de homogeneizacdo suave. Apds a
solidificagdo do 4gar-agar, aproximadamente 10* esporos de P. pachyrhizi foram inoculados
na superficie do agar-agar e incubados a 25 °C/24 h (Kochman, 1979). O comportamento dos
esporos foi observado através de microscopio optico (objetiva 40x) em tempos de 0, 2, 4, 6,

18 e 24 h e registrado utilizando um sistema de captura de imagem.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A germinagdo dos esporos de P. pachyrhizi ¢ rapida, sendo possivel sua observagao a partir de

2 h de incubagdo no controle negativo em agar-agar (Figs. 1, 3,5, 7, 9 ¢ 11). A germinagao
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dos esporos também ocorre na presenca de 5 pg/mL do 6PP (Figs. 2, 4, 6, 8, 10 ¢ 12), porém a
germinagdo € mais lenta. A inibicdo da germinagdo dos esporos foi muito eficiente a partir de
10 pg/mL (Figs. 13 a 21). O fato de inibir o crescimento do broto germinativo sugere uma
interferéncia na estabilidade de membrana das células jovens, ainda desprovidas de parede, ou
talvez, na capacidade de absor¢do de agua pelo esporo ja que o 6PP é uma molécula
hidrofébica, formando assim uma camada hidrorrepelente (SCARSELLETTI; FAULL, 1994).
A ac¢do fungistatica do 6PP a longo prazo nao foi possivel ser observada devido a fragilidade
dos esporos de P. pachyrhizi que perde rapidamente a viabilidade impedindo experimentos de
longa duracdo. A atividade inibitéria do 6PP durante o processo germinativo de esporos ¢
muito interessante, pois compostos que atuam nessa fase sdo muito uteis como preventivos.
Dessa forma, caso o 6PP evite o processo de invasdo da folha da soja, essa pode ndo
desenvolver a doenca, evitando a aplicagdo de fungicidas quimicos. Estudos complementares
de campo sdo necessarios para avaliar melhor o desempenho do 6PP, analisando sua
estabilidade, espectro de acdo, toxicidade, seletividade de microrganismos, interagdo com
plantas, bem como a influéncia de fatores climaticos que possam vir a interferir na eficacia do
produto.

Secao de Figuras: Esporos de P. pachyrhizi submetidos a diferentes concentragdes do 6PP
em fungdo do tempo:

Length : 40 um

Figura 1 — P. pachyrhizi, Controle negativo Figura 2 — P. pachyrhizi + Sug 6PP/mL
(0 h) (Oh)
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Figura 3 — P. pachyrhizi, Controle negativo Figura 4 — P. pachyrhizi + S5ug 6PP/mL
(2 h) (2h)

Figura 5 — P. pachyrhizi , Controle negativo
(4h)

Figura 7 — P. pachyrhizi, Controle negativo Figura 8 — P. pachyrhizi + Sug 6PP/mL
(6 h) (6h)
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) [}
WM |

. /
Length : 40 um : Length 40 um
Figura 9 — P. pachyrhizi, Controle negativo Figura 10 — P. pachyrhizi + Spg 6PP/mL
(18 h) (18 h)

Length : 40 um

Figura 11 — P. pachyrhizi, Controle Figura 12 — P. pachyrhizi + 5pg 6PP/mL
negativo (24 h) (24 h)

Figura 13 — P. pachyrhizi + 10ug 6PP/mL Figura 14 — P. pachyrhizi + 30ug 6PP/mL
(2h) (2h)

Length : 40 um

Figura 15 — P. pachyrhizi + 10ug 6PP/mL Figura 16 — P. pachyrhizi + 30ug 6PP/mL
(6 h) (6 h)
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4] - 14 ]
Length : 40 um Length : 40 um
Figura 17 — P. pachyrhizi + 10ug 6PP/mL Figura 18 — P. pachyrhizi + 30ug 6PP/mL
(24 h) (24 h)

Length ; 40 um

Figura 19 — P. pachyrhizi + 60ug 6PP/mL Figura 20 — P. pachyrhizi + 60ug 6PP/mL
(2h) (6 h)

Length : 40 um

Figura 21 — P. pachyrhizi + 60ug 6PP/mL
(24 h)
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CONCLUSOES

e Os esporos germinaram mais lentamente do que o controle quando a concentragdo foi
de 5 ng do 6PP/mL, sendo possivel observar o processo de germinagdo somente apos
2 horas de incubacao;

e Na concentragdo de 10 pg do 6PP/mL a inibi¢do foi de 100% dos esporos observados;

e A Concentracdo Minima de Inibigdo do 6PP sobre o P. pachyrhizi esta entre valores

superiores a 5 pg/mL e 10 pg/mL.
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5 CONCLUSOES

O controle quimico de pragas e doengas em culturas ainda ¢ amplamente
utilizado. Os avangos da agricultura orgénica ¢ o aumento da consciéncia de produzir sem
agredir o meio ambiente favorecem o uso de agentes naturais no controle de pragas e doencas.
Além do Trichoderma harzianum, muitos outros microrganismos apresentam atividade
antimicrobiana, como ex. Agrobacterium radiobacter, Bacillus subtillis entre outros. Extratos
de origem vegetal como esséncias, 6leos, possuem caracteristicas antimicrobianas uteis. A 6
pentil a pirona produzida pelo 7. atroviride possui boas propriedades antimicrobianas, baixa
toxicidade, facilidade de obtencdo através de processos fermentativos simples, o que torna
este metabolito de interesse industrial. Embora seja uma molécula relativamente simples, sua
estabilidade ainda ndo esta bem estudada e sua sintese quimica ¢ de alto custo, o que inibe
iniciativas para sua exploracdo comercial. A lista de compostos naturais com propriedades
antimicrobianas vem aumentando com o tempo, € o 6PP, juntamente com outros compostos,
talvez possa substituir pesticidas quimicos. O uso de produtos naturais para o combate de
pragas e doencas pode ser uma alternativa viavel para muitas culturas, entretanto, ¢ necessaria
uma evolucao tecnoldgica visando a substituicdo de produtos sintéticos, desenvolvimento de
equipamentos agricolas para sua aplicagdo, adaptacdo dos procedimentos de plantio,
consciéncia de quem produz e de quem consome etc. Assim, a pesquisa na area de

antimicrobianos naturais possui grande potencial para as proximas décadas.
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