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APRESENTACAO

Atecnologia esta ganhando cada dia mais espaco na vida das pessoas e em tudo
que as cerca. Compreende-se por tecnologia todo o conhecimento técnico e cientifico
e sua aplicacao utilizando ferramentas, processos e materiais que foram criados e
podem ser utilizados a partir deste conhecimento. Quando, para o desenvolvimento
da tecnologia estédo envolvidos sistemas biol6gicos, seres vivos ou seus metabdlitos,
passa-se a trabalhar em uma area fundamental da ciéncia, a Biotecnologia.

Toda produgéo de conhecimento em Biotecnologia envolve areas como Biologia,
Quimica, Engenharia, Bioquimica, Biologia Molecular, Engenharia Bioquimica,
Quimica Industrial, entre outras, impactando diretamente no desenvolvimento das
Ciéncias Biologicas e da Saude. A aplicagéo dos resultados obtidos nos estudos em
Biotecnologia esta permitindo um aumento gradativo nos avancgos relacionados a
qualidade de vida da populacéo, preservacéo da saude e bem estar.

Neste ebook & possivel identificar varios destes aspectos, onde a produgao
cientifica realizada por pesquisadores das grandes academias possuem a proposta
de aplicagdes que podem contribuir para um melhor aproveitamento dos recursos
que a natureza nos oferece, bem como encontrar novas solugcdées para problemas
relacionados a manutencéo da vida em equilibrio.

No volume 2 sao apresentados artigos relacionados a Bioquimica, Tecnologia em
Saude e as Engenharias. Inicialmente é discutida a producéo e acao de biocompostos
tais como acido hialurénico, enzimas fungicas, asparaginase, lipase, biossurfactantes,
xilanase e eritritol. Em seguida sdo apresentados aspectos relacionados a anélise
do mobiliario hospitalar, uso de oxigenoterpia hospitalar, engenharia clinica, e
novos equipamentos utilizados para diagnéstico. Também sdo apresentados artigos
que trabalham com a tecnologia da informacdo no desenvolvimento de sistemas e
equipamentos para o tratamento dos pacientes.

No volume 3 estao apresentados estudos relacionados a Biologia Molecular
envolvendo a leptospirose e diabetes melitus. Também foram investigados alguns
impactos da tecnologia no estudo da microcefalia, agregacéo plaquetéaria, bem como
melhorias no atendimento nas clinicas e farmacias da atencao basica em saude.

Em seguida discute-se a respeito da utilizagcdo de extratos vegetais e fungicos
na farmacologia e preservagcdo do meio ambiente. Finalmente sdo questionados
conceitos envolvendo Educacdo em Saude, onde sao propostos novos materiais
didaticos para o ensino de Bioquimica, Biologia, polinizagao de plantas, prevencédo em
saude e educacgao continuada.

Christiane Trevisan Slivinski
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CAPITULO 15

ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE EXTRATOS
ORGANICOS DO ISOLADO JUANT028 NO
CONTROLE DE FITOPATOGENOS

Igor Shoiti Shiraishi
Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Londrina — Paranéa

Wellington Luiz de Oliveira
Universidade Tecnolégica Federal do Parana
Londrina — Parana

Robert Frans Huibert Dekker
Universidade Tecnolégica Federal do Parana
Londrina — Parana

Aneli de Melo Barbosa-Dekker
Universidade Estadual de Londrina

Londrina — Parana

Juliana Feijé de Souza Daniel
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana

Londrina — Parana

RESUMO: Os fungos produzem metabdlitos
secundarios com relevante potencial para o
controle biolégico de pestes e doengas de
plantas, constituindo uma alternativa para
o controle quimico. No presente estudo, o
extrato de um isolado fangico -codificado
como JUANTO028 foi avaliado de acordo com
o seu potencial de inibir trés fitopatégenos:
Botryosphaeria rhodina, Sclerotinia
sclerotiorum e Fusarium oxysporum. O isolado
JUANTO028 foi crescido sob fermentacéo
submersa e também em meio solido de arroz.
A biomassa micelial e os filtrados dos cultivos
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foram tratados com diferentes solventes, e os
extratos obtidos foram adicionados em meio de
BDA em diferentes concentragdes (50, 150, 250
e 350 pyg/mL) seguido pela inoculacéo de discos
colonizados com cada um dos fitopatdgenos
no centro de cada placa de Petri, para avaliar
o potencial de inibicdo dos extratos. Cultivos
controles (sem extrato) como também cultivos
enriquecidos com o fungicida Fluazinam (5 ppm)
foram testados. A inibicdo do crescimento do B.
rhodina foi 69,3 % usando 350 pyg/mL do extrato
do meio de arroz extraido com acetato de etila,
e 86,9 % para o fitopatdgeno F. oxysporum com
350 pg/mL do extrato de cloroférmio obtido do
meio de arroz, que apresentou inibicdo mais
alta do que a obtida com fungicida quimico (2,5
%). O S. sclerotiorum foi completamente inibido
(100 %) por 250 pg/mL do extrato obtido com
cloroférmio. Os resultados apresentaram uma
expressiva atividade biolégica antagbnica maior
do que o tratamento quimico, o que encoraja a
pesquisas futuras para isolar e caracterizar os
compostos ativos presentes nestes extratos.
PALAVRAS-CHAVE: controle bioldgico,
fungo fitopatogénico, metabolitos, atividade
antagoénica.

ABSTRACT: produce secondary
metabolites with relevant biocontrol potential
against plant pests and diseases, being an
alternative for chemical control. In the present

Fungi
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study, the extract of an isolated fungal strain codified as JUANT028 was evaluated
according to its inhibition potential against three phytopathogens: Botryosphaeria
rhodina, Sclerotinia sclerotiorum and Fusarium oxysporum. The fungal isolate
JUANTO028 was grown under submerged fermentation and in rice solid medium. The
mycelial biomass and the culture filtrates were treated with different solvents, and the
extracts obtained were added to PDA medium in different concentrations (50, 150, 250
e 350 pg/mL) followed by the inoculation of pellets colonized by the phytopathogen in
the center of the Petri dish, in order to evaluate the inhibition potential of the extracts.
Control cultures (no extract) as well as cultures enriched with fungicide Fluazinam (5
ppm) were also tested. The inhibition growth of B. rhodina was 69.3% using 350 pyg/mL
of the rice medium extracted with ethyl acetate, and 86.9% for the phytopathogen F.
oxysporum with 350 pyg/mL of chloroform extract from the rice medium, which was
higher than the inhibition due to the chemical fungicide (2,5%). S. sclerotiorum was
completely inhibited (100%) by 250 pg/mL of chloroform extract. The results presented
expressive biological activity of antagonism, higher than the chemical treatment, which
encourage future research for isolation and characterization of the active compounds
presented in these extracts.

KEYWORDS: biological control, phytopathogenic fungus, metabolites, antagonistic
activity.

INTRODUCAO

Estima-se que as infec¢des fungicas na agricultura ja provocam a perda de 125
milhées de toneladas nas culturas de arroz, trigo, milho, batata e soja. Somente no
caso das trés primeiras, os prejuizos anuais sao da ordem de US$ 60 bilhdes (FREIRE,
2015). Entre os fungos fitopatogénicos, Botryosphaeria rhodina é o responsavel por
causar resinoses em partes lenhosas de plantas, juntamente com transporte de toxinas
e perecimento da planta (URBEZ-TORRES, 1979). O fungo Sclerotinia sclerotiorum é
agente causal do mofo branco em diversos vegetais como feijao, batata, repolho entre
outros (PURDY, 1979), enquanto Fusarium oxysporum ocasiona apodrecimento das
raizes de tomateiros (JARVIS, 1989) e de culturas de batatas (MEJDOUB-TREBELSI
et al., 2017).

O combate das pragas agricolas é essencial a boa produtividade nas plantacées,
alavancando o uso desenfreado de inumeras substancias quimicas toxicas ao homem
e aos animais. Do ponto de vista ambiental, os agroquimicos acarretam na diminui¢do
do potencial de controle efetuado por predadores, parasitoides e patdbgenos, agentes
naturais na supressao dos organismos indesejados (LOUREIRO, 2002). Além disso,
a utilizacao indiscriminada desses compostos nao satisfaz as exigéncias do mercado
cada vez mais exigente, que prioriza a qualidade dos produtos em seus aspectos
mercadoldgicos, ecoldgicos e sociais (GASSEN, 2006).

Uma alternativa importante ao uso dos pesticidas quimicos € o controle biologico,
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que se refere a qualquer atividade de uma espécie com capacidade de inibir o efeito
negativo de outra; assim, a populacéo das pestes agricolas pode ser reduzida, evitando
maiores prejuizos econdémicos (ALSTON, 2011). O controle biol6gico utilizando-se de
fungos € uma éarea de pesquisa com rapido desenvolvimento. Além da utilizacédo de
organismos Vvivos presentes no ambiente como inibidores das pragas, existe grande
interesse em se explorar as substancias que tais organismos produzem (BUTT;
JACKSON; MAGAN, 2001). Estas substancias s&o conhecidas como produtos naturais
oriundas do metabolismo secundario (BRAZ-FILHO, 2012).

Os fungos do género Penicillium s&do comumente estudados quanto a sua
atividade antibibtica, desde a descoberta da penicilina. Metabdlitos secundarios como
os policetideos (Figura 1) foram relatados a esse género, apresentando bioatividade
contra as bactérias patogénicas Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus
subtilis (PASTRE et. al., 2007, KHAMTHONG et al., 2012, MARINHO et al., 2013), além
dos fungos fitopatogénicos Aspergillus spp e Fusarium spp (MEJDOUB-TREBELSI et
al., 2017).

OH O
L “
' LI
HO o OH
B
o
OH OH O

0 (0]
HO
C

Figura 1: Policetideos produzidos por fungo Penicillium com atividade antibi6tica: A) citrinina, B)
diidrocitrinona e C) fusaridina.

Fonte: PASTRE et. al., 2007.

Assim, a busca por alternativas ao controle utilizando agroquimicos, que oferecem
grandes riscos aos seres humanos e ao meio ambiente, incentivou este trabalho, cujo
objetivo foi avaliar o potencial de controle dos fungos fitopatogénicos B. rhodina, S.
sclerotiorum e F. oxysporum por extratos organicos do isolado fungico JUANT028
(possivel género Penicillium), isolado da lagarta Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae).
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MATERIAIS E METODOS

Isolamento dos fungos

Os fungos cuja atividade antagbnica foi avaliada foram isolados de insetos
coletados em uma plantacéao de soja no municipio de Londrina (PR), coordenadas:
23°18’5"S e 51°6’21”0, por meio da técnica de camara umida (referéncia livro).
Estes microrganismos compdem a Rede Sisbiota (Sistema Nacional de Pesquisa em
Biodiversidade) da CNPq. O isolado fungico JUANT028 foi isolado da lagarta-da-soja,
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae).

Quanto aos fungos fitopatogénicos, B. rhodina foi cedido gentilmente pela Prof.2
Dr.2Anelide Melo Barbosa Dekker (Universidade Estadual de Londrina), S. sclerotiorum
pelo Prof. Dr. Ciro H. Sumida (Universidade Estadual de Londrina) e F. oxysporum
pela Dr.2 Solange Monteiro de Toledo Piza Gomes Carneiro (Instituto Agronémico do
Parand)

Selecao dos isolados fungicos

Os quatro isolados fungicos (JUANT029, JULAGL004, JUANTO079, JUANTO028)
pertencentes a micoteca do grupo QuiMiBio da Universidade Tecnolbégica Federal
do Parana - Campus Londrina foram selecionados e cultivados assepticamente
separadamente em frascos de Erlenmeyer contendo meio liquido (30g dextrose, 5g
bactopeptona, 3g extrato de levedura, 0,3g MgSO4, 0,3g KH2PO4 e 0,3g K2HPO4
para um litro de agua destilada), sendo que para cada fungo foi preparado 1 L de
meio. Os frascos inoculados, com 5 discos de 1 cm contendo micélio fungico, foram
incubados em mesa agitadora 180 rpm, 28°C e durante um periodo de 20 dias, assim
como 250 mL do controle (meio liquido sem inoculagao por fungo). Apos o periodo de
incubacgdo, os cultivos foram filtrados. Os filtrados foram tratados com acetato de etila
(1:1) por particao liquido-liquido, enquanto que as respectivas biomassas miceliais
foram tratadas com metanol.

Os extratos tratados com acetato de etila e metandlicos dessas quatro cepas
foram utilizados em testes antifungicos contra Botryosphaeria rhodina, na concentracao
de 6,4 mg/placa, em duplicata. As determinagdes dos diametros dos halos de
crescimento dos respectivos fungos foram acompanhadas diariamente, e no terceiro
dia, quando as placas controle foram completamente colonizadas, ap6s a inoculagéo,
foram medidos os respectivos didmetros do crescimento do B. rhodina, para calcular o
potencial de inibicao, conforme a equacao descrita por Wang e colaboradores (2012):
Taxa de inibicdo = 1 - (didmetro do controle / didmetro do tratamento) * 100%. A cepa
cujo extrato apresentou maior taxa de inibic&o foi utilizada nas etapas seguintes.

Cultivo em meio liquido, em maior escala, do isolado JUANTO028

A cepa selecionada, JUANTO028 foi cultivada no meio liquido citado anteriormente
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(6 litros) em mesa agitadora 180 rpm, bem como em 25 frascos contendo meio sélido
de arroz (90g de arroz parboilizado com 75mL de agua destilada por frasco de 500
mL) (WANG et al., 2012). Discos de meio solido de BDA colonizados por micélios do
fungo (de 7 dias) foram inoculados em frascos de Erlenmeyer e estes foram mantidos
estaticos, no escuro, por volta de 28°C, durante 20 dias. Dois frascos foram preparados
como controle.

Preparacao dos extratos do isolado JUANT028

Apos o periodode incubacédo, o meio liquido foifiltrado e os micélios foram extraidos
com metanol enquanto o sobrenadante por particao liquido-liquido com acetato de
etila (1:1). Os cultivos em meio de arroz foram macerados, e os metabdlitos extraidos
duas vezes com cloroformio (200 mL), seguido de seis extracbes consecutivas com
acetato de etila (200 mL) e por ultimo uma extragdo com metanol, conforme mostra a
Figura 2.

O extrato seco foi separado para utilizacdo em testes de inibicdo em placa, sendo
qgue o cultivo do isolado JUANT028 em meio liquido resultou em 0,569 de extrato de
acetato de etila e 20,7g de extrato metandlico. O cultivo em meio de arroz de arroz
resultou em 31,8 g de extrato de cloroférmio, 19,97 g de extrato de acetato de etila e
387,97 g de extrato metandlico (massa seca).

Micélio extraido

Filtracdo com metanol

Filtrado extraido
com acetato de etila

Extragao com
cloroférmio

- P TN
Fungo JUANT028 em
meio BDA apds 7 dias
de incubagdo

Maceragdo Extragdo com

— acetato de etila

Extragdo com
metanol

e .~ .
25 frascos contendo
Meio Sdlido de Arroz

Figura 2: Procedimento experimental de cultivo do fungo JUANTO028 e extracdo dos metabolitos
produzidos.

Fonte: autoria propria

Teste da atividade antag6nica do extrato do JUANT028 contra fungos

fitopatogénicos em placas de Petri

A acdo antifungica dos diferentes extratos de JUANTO028 foi avaliada por testes
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em quintuplicata, nas concentragdes 50, 150, 250 e 350 ug/placa, meio BDA (batata,
dextrose e agar) contra os fungos fitopatogénicos Botryosphaeria rhodina, Sclerotinia
sclerotiorum e Fusarium oxysporum. O fitopatdgeno foi inoculado no centro das placas
e estas foram incubadas em BOD, no escuro, por volta de 28°C. Paralelamente, foram
preparadas placas contendo o fungicida Fluazinam 0,01 ppm e placas sem a presenca
do extrato (controle). As medidas finais para o calculo de inibicao foram de 3, 14 e 7
dias, para B. rhodina, S. sclerotiorum e F. oxysporum respectivamente, e a taxa foi
calculada pela Equacao anteriormente descrita de Wang e colaboradores (2012).

A concentracéo utilizada do fungicida Fluazinam neste trabalho foi de 0,01 ppm,
pois Sumida el al. (2014) relatou que o fitopatégeno S. sclerotiorum sofreu 100%
de inibicao em 0,5 ppm, logo, a concentracdo foi reduzida para que os resultados
pudessem ser comparados com a inibicdo dos extratos.

Teste da atividade antibiética do extrato do JUANT028 em placas de Petri

A atividade antagbnica dos extratos foi avaliada paras as cepas bacterianas
de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 25922). Os
microrganismos foram inoculados em uma solucao 0,85% de NaCl até atingir uma
turvacao equivalente a 0,5 Farland, esta solugdo apresenta turbidez proxima a uma
densidade bacteriana de 108 UFC (unidades formadoras de colbnias).

Foram semeados 50 pL dos in6culos microbianos na superficie das placas de
petri contendo 20 ml de Agar Mueller Hinton (38g L-1 ). Posteriormente, fez-se furos
no meio sélido (pocos), que foram preenchidos com 50 uL de solucéo de extrato nas
concentracdes de 5, 6 e 7 mg/mL, baseado na metodologia descrita por Bell e Grundy
(1968).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecao dos extratos fungicos com atividade inibitéria

No processo de selecao dos extratos fungicos o extrato do isolado JUANTO028 foi
0 que mostrou maior capacidade de inibicéo, obtido com o acetato de etila (Tabela 1),
portanto este foi o0 isolado selecionado para o cultivo em maior escala, tanto em meio
liqguido quanto em meio solido de arroz.

Taxa de Inibigdo (%) de B. rhodina pelos isolados fungicos

Extratos JUANTO029 JULAGLO004 JUANTO079 JUANTO028
Acetato de Etila 40,4 0 37,8 453
Metanolico 12,2 1,7 20,6 10,3

Tabela 1: Comparagéo da taxa de inibigéo do fitopatdgeno B. rhodina pelos extratos em
acetato de etila e metanol obtidos dos isolados fungicos JUANT029, JULAGLO004, JUANTO079 e
JUANTO28.
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Teste em placa para avaliar a atividade antagonica do extrato do isolado

JUANTO028 contra fungos fitopatogénicos

Os resultados apontaram que o fitopatdbgeno B. rhodina sofreu maior inibicéo
com o extrato de acetato de etila, obtido do meio sélido de arroz (MS-A), sendo que
as concentracdes de 250 e 350 pyg/mL resultaram em 68,1 e 69,3 % de inibicao,
respectivamente.

Destaca-se que o extrato ML-A conseguiu maior inibicdo que o fungicida, a partir
da concentragdo de 150 pyg/mL. Entre todos os extratos testados para este fitopatdogeno,
0 Unico que ndo obteve maior inibicao superior ao fungicida foi o Metanol - Meio Sélido
de Arroz (MS-M).

B. rhodina F. oxysporum S. sclerotiorum
Extratos | C°nCentragao (ug/ - piametro Inibiggo DIAMelr0 | L s, Didmetro s
mi) do halo ;"™ do halo ) do halo %)
(cm) ° (cm) ° (cm) °
Acetato de 50 7.8 8,5 7.7 0 3,8 40,8
etila - Meio 150 7,2 16,0 6,6 15,5 3,4 49,8
Liquido 250 6,5 25,9 6,0 24,9 3,4 51,0
(ML-A) 350 6.3 29.0 59 253 26 66,3
Metanol 50 8,0 55 8,4 0 59 0
(micelio) 150 7,7 9,3 5,8 27,0 5,2 11,9
-Meio
Liquido (ML- 250 7.1 17,9 5,6 30,0 4,9 19,6
M) 350 6,4 27.6 55 32,3 4,6 25.8
Cloroférmio 50 6,9 20,3 3,3 64,8 2.1 77.9
- Meio Solido 150 5,9 33,4 3,0 70,5 1,5 90,2
(MS-C) 250 5,2 42,9 2,0 84,9 1,0 100
350 3,9 60,7 1,9 86,9 1,0 100
Acetato de 50 6,0 32,9 7.3 4,6 5,6 4,8
etila Meio 150 5,6 38,0 6,7 14,6 43 30,6
Sélido 250 3,4 68,1 5,6 31,2 29 59,6
(MS-A) 350 3,3 69,3 50 39,5 26 67,7
Metanol - 50 9,0 0 8,1 0 43 31,3
Meio Sélido 150 9,0 0 7.3 5,1 3,6 46,7
de Arroz 250 9,0 0 7.3 4,5 2,4 71,9
(MS-M) 350 9,0 0 6,4 18,7 2,1 78,1
Fungicida S5ppm 6,6 24,0 7,5 2,5 2,8 62,9
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Tabela 2: Didmetro do halo de crescimento e taxa de inibicao dos fitopatégenos B. rhodina, F.
oxysporum e S. sclerotiorum pelos extratos produzidos pelo isolado JUANT028

O fitopatdbgeno F. oxysporum foi mais inibido pelo extrato MS-C, enquanto os
extratos ML-A e MS-M apresentaram os menores resultados, quando comparadas as
concentragdes de 350 pyg/mL. Entretanto, é importante destacar que todos os extratos
apresentaram atividade antag6nica superior a do fungicida, a partir da concentracao
de 150 pyg/mL.

Os autores Sharifi e Ramezani (2003) utilizaram os metabdlitos produzidos por




bactérias Bacillus spp e obtiveram inibicao de até 56% do F. oxysporum. Carvalho e
colaboradores (2014) relataram inibicoes de 23 até 40% do crescimento de uma cepa
do fitopatégeno em questao frente a metabdlitos volateis e ndo volateis produzidos
pelo fungo Trichoderma harzanium.

Para o fungo S. sclerotiorum, observou-se que o extrato MS-C apresentou maior
inibicdo, impedindo que o este fitopatdgeno crescesse a partir da concentracéo de 250
pg/mL.

O estudo realizado por Cavalcanti (2018) também apresentou expressiva
inibicdo desse fitopatdgeno a partir de extratos das bactérias Bacillus pumilus, Bacillus
amyloliquefaciens e Bacillus macauenses e da levedura Candida labiduridarum, da
ordem de 74,61 a 87,61%. Os autores Abdullah, Ali e Suleman relatam inibicao de até
55% no crescimento de S. sclerotiorum pela bactéria Bacillus amyloliquefaciens

O cultivo em meio de arroz induziu maior producéo dos metabdlitos secundarios
responsaveis pela atividade antagénica. Com excecdo do extrato ML-A, todos os
outros apresentaram efeito antagbnico superior ao do fungicida na concentracao de
350 pg/mL.

O extrato do isolado JUANTO028 néo apresentou atividade antibiética contra as
bactérias as cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli avaliados.

CONCLUSAO

Os extratos produzidos pelo isolado fungico JUANT028 mostraram importante
atividade biolégica na inibicdo de trés fungos fitopatogénicos. O parasita B. rhodina
sofreu inibicdo 68,1 e 69,3 % com o0 extrato de acetato de etila do cultivo em meio
de arroz, nas concentracoes de 250 e 350 pg/mL, respectivamente. F. oxysporum
foi inibido em 86,9% e S. sclerotiorum em 100% a partir do extrato obtido em meio
de arroz, nas concentragdes 350 e 250 pyg/mL, respectivamente. Portanto, vé-se um
grande interesse na identificacdo dos metabdlitos produzidos e seu potencial uso no
controle de pragas agricolas.
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