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RESUMO

O género Penicillium possui diversas espécies ja identificadas como produtoras de
moléculas bioativas oriundas de seu metabolismo secundario, apresentando destaque
em diversas atividades biolégicas de interesse como a atividade antifungica. Cada vez
mais, diversos paises vém utilizando microrganismos, principalmente os fungos como
agentes de biocontrole de doencgas causadas por fungos fitopatogénicos, ja que estes
séo considerados agentes naturais e com grande eficiéncia na protecdo de culturas
de valor econémico em todo o mundo. Tendo em vista a preocupacdo no emprego de
técnicas que visem preservar culturas de valor econémico, como é o caso da cultura
do guarana, plantacdo amplamente cultivada para comercializagdo em diversos
setores industriais no estado do Amazonas e atrelando a capacidade dos fungos,
principalmente do género Penicillium em produzir substancias bioativas e sua
capacidade de atuar como agente de biocontrole este trabalho tem por objetivo
verificar o potencial antifungico de diferentes espécies de fungos do género Penicillium
(MMSRG-020) no combate do fungo fitopatogénico Fusarium decemcellulare
(MMSRG-110) através de ensaios de antibiose, bem como analisar quimicamente os
metabalitos secundarios envolvidos nas atividades a serem descobertas. Os ensaios
de antibiose demonstraram que o fungo MMSRG-020 (Penicillium sp.) atuou como um
micoparasita frente ao fungo fitopatogénico MMSRG-110 (Fusarium decemcellulare),
impedindo o seu crescimento e fazendo com que o fitopatégeno perdesse uma de
suas principais caracteristicas que é a coloracdo de seu micélio, tal atividade
evidencia a capacidade de MMSRG-020 em atuar como um importante agente de
biocontrole frente ao principal fitopatbgeno do guarand através do processo de
micoparasitismo. As analises por espectrometria de massas demonstraram que nos
diferentes meios de cultura em que MMSRG-020 foi cultivado, este, no ponto de
retencdo 6.28 apresentou um valor de massa 299.2 (m/z), identificado como a
molécula 4-Aminophyscion (CisH1sNOs), uma antraquinona, primeiramente registrada
como um produto natural isolado do fungo Dermocybe canaria (ordem Agaricales) e
gue neste trabalho foi identificada pela primeira vez no género Penicillium,
identificacao esta que corrobora para a elucidacao de possiveis atividades biolégicas
importantes oriundas desta antraguinona.

Palavras-chave: Penicillium; metabolismo secundario; agentes de biocontrole;

espectrometria de massas.



ABSTRACT

The genus Penicillium has several species already identified as producers of bioactive
molecules derived from their secondary metabolism, showing prominence in several
biological activities of interest such as antifungal activity. More and more, several
countries have been using microorganisms, especially fungi, as agents for the
biocontrol of diseases caused by phytopathogenic fungi, since these are considered
natural agents and with great efficiency in protecting economically valuable crops
worldwide. Bearing in mind the concern with the use of techniques that aim to preserve
cultures of economic value, such as the guarana crop, a plantation widely cultivated
for commercialization in several industrial sectors in the state of Amazonas and
harnessing the capacity of fungi, mainly of the genus Penicillium in producing bioactive
substances and its ability to act as a biocontrol agent this work aims to verify the
antifungal potential of different species of fungi of the genus Penicillium (MMSRG-020)
in combating the phytopathogenic fungus Fusarium decemcellulare (MMSRG-110)
through tests of antibiosis, as well as chemically analyzing the secondary metabolites
involved in the activities to be discovered. Antibiosis assays showed that the fungus
MMSRG-020 (Penicillium sp.) acted as a mycoparasite against the phytopathogenic
fungus MMSRG-110 (Fusarium decemcellulare), preventing its growth and causing the
phytopathogen to lose one of its main characteristics, which is the color of its mycelium,
such activity demonstrates the ability of MMSRG-020 to act as an important biocontrol
agent against the main phytopathogen of guarana through the process of
mycoparasitism. The analysis by mass spectrometry showed that in the different
culture media in which MMSRG-020 was cultivated, at retention point 6.28 it presented
a mass value of 299.2 (m/z), identified as the 4-Aminophyscion molecule
(C16H13NO5), an anthraquinone, first recorded as a natural product isolated from the
fungus Dermocybe canaria (order Agaricales) and which in this work was identified for
the first time in the genus Penicillium, an identification that corroborates the elucidation
of possible important biological activities arising from this anthraquinone.

Keywords: Penicillium; secondary metabolism; biocontrol agentes; mass

spectrometry



SUMARIO

RESUMO ...ttt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e bn b r et b e e e e e e 6
N = ST I ¥ PP 7
1. INTRODUGAOD ..ottt 12
1.0, REINO FUNGI t1ttttttititiitieteteeeeeeeeeeaaeeaaeaa e st e e s s s s s ssab sttt s st e e e e e e e aaeeeaaaaeeaeaaaaeeeas 12
1.2. METABOLITOS SECUNDARIOS DE FUNGOS .....uuuuuiuntrineiineeeeeereeeeereeeaaeaaaaaaaaaaaaaesanns 15
1.2.1. Produtos naturaiS de fUNQOS ........cooiiiiiieiiiiiiiiiieiiie e 18
1.3. GENERO PENICILLIUM ....ctiiittiiteeeeeeaaiiieeeeeaeaaaemteeeeaaeaaaantseeeeaaeeaaannnneeeeaeeeaannes 21
1.4. FUSARIUM DECEMCELLULARE COMO AGENTE PATOGENICO DO GUARANAZEIRO....... 25
1.5. ANTIFUNGICOS DE USO AGRONOMICO.......cciiiiiuniiiinnnniennnnereeeeeeeeeeeeaesaaaaaaaaaaaesens 27
2. OBUJETIVOS ....ceeiiieee ettt ettt e e e e ettt e e e e e e e et e e e e e e e e nnnteeeeeaeeeeannneneees 29
2.1, OBIETIVO GERAL ..ctuiiietiieeeti e et e e et e e et e e e et e e e et e e e et e e eea e e e et e e eetaaeeesnaaeeen 29
2.2. OBJIETIVOS ESPECIFICOS ...vvtiittiiiitietiieasaaeaaaaaaaaaesaaasssssssssssssssssssssssssssseseeeseeeaes 29
3. MATERIAL E METODOS .......ootiieceecte ettt ete st etesta e eteste e eae s 30
3.1. SELECAO E REATIVACAO DAS CEPAS FUNGICAS .....ccvuiiiieeiieeeieeeieeeeeeaeeeaeeeannns 30
3.2. DETERMINAGCAQO DA ATIVIDADE DE ANTIBIOSE ... .c.uuctvueiiiieetiaeeieeeineesneesaneeeaneeennnns 32
3.3. CULTIVO LIQUIDO E SEMISSOLIDO DE PENICILLIUM SP.......ccceeeiiiiiiiiieiciiivienee 33
3.4. OBTENGAO DOS EXTRATOS DE PENICILLIUM SP. ..ivviiiiieeeeeeeeeee e eee e eeee e 35
I I {11 = Tot= Lo IO PP 35
3.4.2. CeNIITUGAGAD ......eeeeeiitiiiee ettt ettt e e e e e e e e eees 35
3.4.3. ROIOBVAPOIAGAD ...ttt e e e e e ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e eeeeees 36

3.5. ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS
DE ALTA RESOLUGAO (CL-EMAR) ...ttt e e 37
4. RESULTADOS E DISCUSSOES. ... 39
4.1. ATIVIDADE DE ANTIBIOSE DE MMSRG-020 (PENICILLIUM SP.) ..ccciviiiiiiiiiiiiaaeeeee 39

4.2. TRATAMENTO DE DADOS OBTIDOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO (CL-EMAR) .....covvviiiiiieeeeiiee, 41
5. CONCLUSAD.......ooiieeeee ettt et ete et et neeneeanate e eteere e 45
B. REFERENCIAS .....ooiitie ittt ettt ettt e e et e et e eteeereeeteeaeeneeas 47



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Caracteristicas dos filos pertencentes ao Reino fungi ..............ccceevveenn.. 12
Figura 2. Representagao dos tipos de hifas e seu desenvolvimento. ...................... 13
Figura 3. Estruturas dos fungos em geral...........ccooeeiiiiiiiiiiiiieiii e 12

Figura 4. Representacao ilustrativa da morfologia de um fungo evidenciando suas
PHNCIPAIS ESIIULUIAS .. .ceieieiiie et e et e et e e e e e et e e e e e et e e e e e eeaa e e eeeeesnnaaeaaees 14

Figura 5. Estruturas quimicas de compostos bioativos presentes em fungos: (1)
citrinina; (2) ciclosporina A; (3) giberelina A1; (4) ergotamina...............cccccceeeeeeeennnn. 17

Figura 6. Compostos bioativos presentes em fungos: (5) penicilina; (6) griseofulvina;

(7) lovastatina; (8) ergometrina. .............oii i 19
Figura 7. Macro e micromorfologia de PeniCillium Sp..........c.ooovviiiiiiiiiiiieeeeeeee, 22
Figura 8. Padrbes de ramificagdo de conidiéforo observados em Penicillium.......... 23

Figura 9. Substancias bioativas presentes em espécies do género Penicillium: (9)

mevastatina; (10) acido MIiCofeNOIICO. .........ccoiiiiiii i 24
Figura 10. Modelo ilustrativo do ensaio de antibiose ...........ccccvviiiiiiiiiiiie e, 32
Figura 11. MMSRG-020 apds a inoculagao nos meios solidos e liquidos................ 34
Figura 12. Meio semissolido sendo Macerado............cccoveeeeeiiiiiiiiiniiieeecene 35
Figura 13. Caldo sendo filtrado ...........ooiiiiiiiiii e 35
Figura 14. Amostras ap0s centrifugagao ..............euuuuviiiiiiiiiii i 36
Figura 15. Processo de rot0eVapPOraGa0........ccuuuuiiiiiiiiiiiieeeeiiiiee e e et e e eens 36
Figura 16. Amostra sendo rotoevaporada...........ccccccvveeieeeiiiiiiiieee 36
Figura 17. Frasco de penicilina contendo extrato bruto ............ccccoeevviiiiviiiiiceiinenens 37
Figura 18. Equipamento utilizado para analise por CL-EMAR ...........ccoooevviiiiiieeennns 37
Figura 19. Filtros do banco de dados NPALAS..........cccoeiiiiiiii i 39
Figura 20. Ensaio de antibiose - Semana 01 € 02.........ccooevviviiiiiiieeeiiii e, 39
Figura 21. Ensaio de antibiose - Semana 01 € 02 ...........ccoeiiiiiiiiiieiiiii e, 40
Figura 23. Segunda semana de antibioSe ...........cccccovviiiiiiiiiiiiii e, 40

Figura 22. Primeira semana de antibDiOSe ............ooiiiiiiiiiiiiiiiiiic e 40


file:///C:/Users/Weider/Desktop/MONOGRAFIA%20OFICIAL%20KATHIANE%20-%20EDIÇÃO.docx%23_Toc78461891
file:///C:/Users/Weider/Desktop/MONOGRAFIA%20OFICIAL%20KATHIANE%20-%20EDIÇÃO.docx%23_Toc78461892
file:///C:/Users/Weider/Desktop/MONOGRAFIA%20OFICIAL%20KATHIANE%20-%20EDIÇÃO.docx%23_Toc78461894
file:///C:/Users/Weider/Desktop/MONOGRAFIA%20OFICIAL%20KATHIANE%20-%20EDIÇÃO.docx%23_Toc78461895
file:///C:/Users/Weider/Desktop/MONOGRAFIA%20OFICIAL%20KATHIANE%20-%20EDIÇÃO.docx%23_Toc78461901
file:///C:/Users/Weider/Desktop/MONOGRAFIA%20OFICIAL%20KATHIANE%20-%20EDIÇÃO.docx%23_Toc78461902

Figura 24. Cromatogramas obtidos em diferentes meios de culturas da amostra
MMSRG-020 (PeniCillIuM SP.) coiveereiie ittt e et e e e e aaaa e e e 43

Figura 25. Espectro de massas da substancia 1 (m/z 299.2), Tr 6.28 min — Meio Arroz.



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Fungos produtores de metabdlitos secundarios ..........ccccceeeeeevveiiiineeennns 17
Quadro 2. Bioatividades de substancias produzidas por fungosS.............ccoeeeeeeeeeeee. 20
Quadro 3. Micofungicidas comercializados para biocontrole. ................cccooiiiiiinnis 28

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Identificagdo dos fungos registrados na colegdo do grupo MMSRG ........ 30
Tabela 2. Quantidades para a producao dos meios de culturas liquidos................. 33

Tabela 3. Quantidades para a producdo dos meios de culturas sélidos .................. 33



12

1. INTRODUCAO
1.1. Reino fungi

Os fungos sdo microrganismos popularmente conhecidos como mofos ou
bolores, sendo anteriormente classificados como pertencentes ao reino Plantae,
subdivisédo Thallophyta (AZEVEDO & BARATA, 2018). A mudanca que criou um reino
proprio para os fungos ocorreu em 1969 quando Robert Whittaker através de seus
estudos propds uma nova classificagcdo dos reinos que considera o tipo de nutricdo
dos seres e a organizacdo de suas células (RICHARDS et al., 2018). Com isso, 0S
fungos foram removidos do reino das plantas e colocados em seu préprio reino,
denominando-o de reino Fungi (WHITTAKER, 1969).

Com o passar dos anos, os fungos sofreram varias reorganizacdes
taxonémicas dentro de seu proprio reino, levando-os até a sua classificacdo mais atual
gue os dividem em sete filos: Chytridiomycota, Blastocladiomycota, Neocallimastigo-
mycota, Microsporidia, Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota (HIBBET, et al.,
2007). Nesses filos é possivel encontrar uma variedade de representantes,

caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e reprodutivas (Figura 1).

Figura 1. Caracteristicas dos filos pertencentes ao Reino fungi

Caracteristicas Método de Método de
Filo Génerol espécie representante das hifas reprodugédo reprodugédo
assexuada sexuada
\-_'%
Chitridiomycota :&’ Batrachochytrium dendrobatidis asseptadas Zo0Sporos nenhum
Blastocladiomycota \ e . Allomyces macrogynus asseptadas Z00sporos Zo0sporos
LI »
Neocallimastigomycota Neocallimastix frontalis asseptadas Zo0sporos nenhum
Microsporidia "
: Micrasporidlium sp. unicelulares esporos imoveis esporos imoveis
Glomeromycota
Q Glomus sp. asseptadas esporos imoveis nenhum
Ascomycota o~ septadas ou brotamento,
e 5 Morchella elata unicelulares conidios, ascosporos
fragmentacdo
Basidiomycota B septadas brotamento,
. Amanita muscaria conidios, basidiésporo
A7 = fragmentacio

Fonte: Adaptado de Raven, 2014.
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Os fungos possuem estruturas em forma de filamentos denominadas de hifas,
estas, se alongam formando uma estrutura maior chamada de micélio. As hifas na
maioria dos fungos apresentam paredes cruzadas denominadas septos, as quais
dividem esses filamentos em distintas unidades celulares denominadas de hifas

septadas (Figura 2).

Figura 2. Representagao dos tipos de hifas e seu desenvolvimento.

Hifa septada

( \_ Parede _f B
| celular §\ 0}
| | 1 /I
. - \ 9 | | 1 ._\ .
\& = Poro F AL o a
T~ —Nicleo—=V | ™ N\
y e/ A\ ¢ I
oL~ 2 4 Esporo

1 §.6-0-0n

Hifa asseptada

Legenda: A — Representacédo de uma hifa septada, onde as paredes separam as hifas em unidades semelhantes
a células. B — Representacdo de uma hifa asseptada, sem presenca de paredes delimitantes. C — Crescimento e
desenvolvimento de uma hifa a partir de um esporo. E possivel notar o alongamento da hifa através de suas
extremidades.

Fonte: Adaptado de Tortora, 2017.

Algumas classes de fungos possuem hifas que nao contém septos,
apresentando-se como células longas e continuas com muitos nacleos, chamadas de
hifas cenociticas (STEPHESON, 2010). As hifas possuem duas por¢cdes vegetativas
e areas, a porcao vegetativa é responsavel pela obtencédo dos nutrientes e a porcao
aérea € encarregada pelos processos de reproducdo do fungo (Figura 3)

(TAKAHASHI et al., 2017). A figura 4 apresenta as principais estruturas de um fungo.
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Figura 3. Estruturas dos fungos em geral

Fonte: Adaptado de Tortora, 2017.

Figura 4. Representacao ilustrativa da morfologia de um fungo evidenciando suas
principais estruturas
Esporangiosporos

Esporéangio
|

Microconidio

Hifa
asseptada

Micélio vegetativo Clamidoconidios

Fonte: Adaptado de Ryan e Ray, 2003
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Como mecanismos de nutricdo, os fungos realizam a absorg&o dos nutrientes
dissolvidos no ambiente em forma de matéria morta ou viva para sua alimentacao,
sendo considerados organismos quimio-heterotroficos (TORTORA, 2017). Ao
contrario de outros microrganismos, como as bactérias, os fungos possuem
necessidades ambientais e caracteristicas nutricionais diferenciadas, tais como:
melhor crescimento em ambientes com pH proximo a 5; sdo organismos aerébicos
em sua maioria, sendo grande parte das espécies de leveduras anaerdbicas
facultativas e ainda, necessitam de baixas quantidades de nitrogénio para um
crescimento razoavel, dentre outros fatores que explicam as necessidades
nutricionais desses seres (WALKER & WHITE, 2017).

1.2. Metabdlitos secundarios de fungos

Historicamente, os fungos estdo entre 0s microrganismos que mais tém
contribuido com produtos e processos de grande importancia para o bem-estar da
populacao, tal fato tem origem na capacidade desses seres em produzirem moléculas
de grande valor biologico oriundos de seu metabolismo secundério, a essas moléculas
da-se o nome de metabdlitos secundarios (MACHELEIDT et al., 2016). Os metabdlitos
secundarios sdo caracterizados como substancias de baixo peso molecular
produzidas por um amplo espectro de organismos e capazes de apresentar varias
potencialidades biolégicas (Quadro 1), sendo entéo alvo de estudos em todo o mundo
(HYDE et al., 2019).

Os metabdlitos secundéarios fungicos sédo divididos em quatro classes
principais: policetideos, peptideos nao-ribossomais, terpenos e os alcaloides
(DEWICK, 2009; KELLER et al., 2005). Os policetideos constituem uma das classes
mais abundantes de metabdlitos secundérios fungicos. S&o detentores de uma
variedade estrutural entre os produtos naturais e ainda, sGo compostos que em sua
maioria possuem uma ampla gama de bioatividades (PASTRE et al., 2007). Esses
compostos sao sintetizados por policetideo-sintases através de sucessivas
condensacdes de moléculas de &cidos graxos de cadeia curta, normalmente acetil-
coenzima A ou malonil-coenzima A (DEWICK, 2009). Dentre os policetideos
produzidos por fungos pode-se destacar a citrinina (1), uma substancia isolada do

fungo Penicillium janthinellum com atividade inibitéria de crescimento de
Leishimania mexicana (MARINHO et al., 2005).
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Os peptideos nado-ribossomais sdo uma classe de metabdlitos secundarios
produzidos em sua grande parcela por bactérias, porém podendo serem produzidos
por organismos eucaridticos como o0s fungos a partir de vias biossintéticas nas quais
ndo ocorre a participacao dos ribossomos (GONZALEZ et al., 2016). Nesta classe é
possivel encontrar compostos altamente promissores para producéo de farmacos com
diversas atividades biolégicas (FELNAGLE et al., 2008). Como exemplo de compostos
pertencentes a esta classe tem-se a ciclosporina A (2) isolada do fungo Tolypocladium
inflantum com atividade imunossupressora (YANG et al., 2018).

Os terpenos sdo uma classe de metabdlitos secundarios amplamente
conhecidos por serem sintetizados em sua maioria por plantas, entretanto, os fungos
também sdo responsaveis pela producao de terpenos contendo atividades biologicas
importantes (CIMMINO et al.,, 2014). Estes compostos possuem duas ou mais
unidades isoprénicas (Cs), dando origem aos monoterpenos (10 carbonos), sesqui-
terpenos (15C), diterpenos (20C), triterpenos (30C), além dos carotenoides e esteroi-
des (KITAOKA et al.,, 2015). Dentre os terpenoides, estdo as giberelinas (3),
hormonios vegetais envolvidos em processos de desenvolvimento de estruturas das
plantas e germinacédo. Apesar de ser um horménio vegetal, este € sintetizado pelo
fungo Fusarium fujikuroi (TUDZYNSKI, 2005).

Os alcaloides € uma classe de substancias de carater basico, devido a sua
estrutura quimica apresentarem um ou mais atomos de nitrogénio em forma de anel.
Estes compostos podem ser sintetizados por plantas, fungos e bactérias. Como
exemplo de fungo produtor de alcaloides tem-se Claviceps purpurea, este produz a
ergotamina (4), um alcaloide atualmente utilizado como farmaco para o tratamento de
enxaquecas (MATUSCHECK, et al., 2011).
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Figura 5. Estruturas quimicas de compostos bioativos presentes em fungos: (1)

citrinina; (2) ciclosporina A; (3) giberelina A1; (4) ergotamina.
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Fonte: Adaptado de MARINHO et al., 2005; YANG et al., 2018; TUDZYNSKI, 2005; MATUSCHECK, et al., 2011

Quadro 1. Fungos produtores de metabdlitos secundérios

S=TLCIE Metabolito secundario A 1 Referéncia
produtora descoberta
H
. RN S
Cephalosporium \[f GOHAR et al.,
. O N~ 1945
acremonium o X 2019
COOH
cefalosporina
Aspergillus BORUTA &
1970
terréus BIZUKOJC, 2017
lovastatina
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Tolypocladium \/\/‘\IN/ N )\HNI 1971 BOREL, 2016
inflatum OHo)ﬁ""\\ )_o HN S0

o o SCHIPPLING,
Isaria sinclairii 1992
2016
Trametes MEDRADO et al.,
) 1880
hirsuta 2015
H;CO OCHj,4
OCHgy

podofilotoxina

1.2.1. Produtos naturais de fungos

O inicio da metabolémica de fungos se deu através da descoberta da penicilina
(5), uma substéancia isolada do fungo Penicillium chrysogenum em 1928 por Alexander
Fleming (CALIXTO & CAVALHEIRO, 2012). A partir deste acontecimento, cientistas
no mundo todo se viram instigados a investigar a possibilidade da producéo de
substancias por fungos com atividades biologicas (assim como a penicilina)
(PEREIRA & PITA, 2018).
Como resultados de diversos estudos comprovou-se a eficaz capacidade desses
microrganismos em produzir substancias que poderiam no futuro serem utilizados

como produtos pela humanidade. A esses produtos deu-se o nome de produtos
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naturais, ja que estes advém dos seres vivos, como neste caso, os fungos (SPECIAN
et al., 2014)

Como exemplo de substancias bioativas produzidas por fungos, tem-se:
griseofulvina (6), substéancia isolada do fungo Penicillium griseofulvum e atualmente
utilizada como um dos principais farmacos no tratamento de micoses epiteliais
(RUBENICK et al., 2013); lovastatina (7), substancia isolada do fungo Aspergillus
terreus, utilizada no tratamento de hipercolesterolemia (aumento na concentracao de
colesterol no sangue) e prevenir doencas cardiovasculares (CAMPBELL &
VEDERAS, 2010); ergometrina (8), uma substancia isolada do fungo Claviceps
purpurea, utilizada como farmaco no controle o sangramento vaginal intenso apés o
parto através do estimulo das contracbes (MAJRASHI et al., 2017). A partir do
isolamento das substancias anteriormente citadas, foi possivel evidenciar a
descoberta de outras substancias com potencial farmacoldgico produzidas por fungos

(quadro 2).

Figura 6. Compostos bioativos presentes em fungos: (5) penicilina; (6) griseofulvina;
(7) lovastatina; (8) ergometrina.
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Fonte: Adaptado de CALIXTO & CAVALHEIRO, 2012; RUBENICK et al., 2013; CAMPBELL &
VEDERAS, 2010; MAJRASHI et al., 2017



Quadro 2. Bioatividades de substancias produzidas por fungos

20

Metabolito secundario Atividade biologica Referéncia
Cl Haco
H5CO
(X =0
antifangica LI et al., 2001
OCHj O CHs
acido ambuico
N N UDAYANGA et al.,
anti-inflamatoria
2011

imunossupressora

SCHIPPLING, 2016

H,CO

OCH;
OCH,

podofilotoxina

anticancerigena

MEDRADO et al.,
2015

oL
HsC
P

oH O

OH

isopestacina

antioxidante

STROBEL et al.,
2002
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antiviral ALVES et al., 2018

inseticida ANKE, 2011

efrapeptina A

Dessa forma, € possivel evidenciar a importancia de diversas substancias com
grande potencial biolégico produzidas por fungos, sendo necessario a investigacéo de
novas moléculas, visto que existe uma diversidade quimica de metabdlitos bioativos
a serem descobertos. Vale ressaltar que ha uma infinidade de fungos
biotecnologicamente promissores a serem descobertos. Nesse sentido, fungos como
0s pertencentes ao género Penicillium, os quais sdo altamente diversos, exibem
grande potencial em fornecer substéncias com ampla variedade de atividades

bioldgicas.

1.3. Género Penicillium

O género Penicillium pertence ao filo Ascomycota, classe Eurotiomycetes,
ordem Eurotiales e Familia Trichocomaceae. Compreende fungos conhecidos
popularmente como bolores de paes, frutas e outros alimentos (HOUBRAKEN et al.,
2016). Estima-se que este género possua aproximadamente 360 espécies
amplamente distribuidas no mundo inteiro, resultado da grande diversidade de
espécies presentes em ambientes tanto terrestre quanto aquéatico (AINSWORTH,
2008).
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Relacionado a sua morfologia, este género possui amplas redes altamente
ramificadas de hifas multinucleadas, estas, possuem cada par de célula separada por
um septo caracterizando-as como hifas septadas. Essas redes se conectam formando
entdo o micélio fungico (figura 7). Possuem conidiéforos os quais estdo no final de
cada ramo, acompanhados por unidades esféricas verdes contraidas denominadas
de conidios. Esses propagulos exercem um papel significativo na reproducéo desses
fungos, pois sdo a principal estratégia de dispersdo desses microrganismos
(WEBSTER & WEBER, 2007).

Figura 7. Macro e micromorfologia de Penicillium sp.

Fonte: Adaptado de SCIENCE PHOTO, 2018.

Os conidios apresentam-se em forma de longas cadeias a partir dos verticilos
das fidlides, as quais sao conhecidas como células especializadas na producéo de
propégulos vegetativos (conidios) (VISAGIE et al., 2014). As fialides caracterizam-se
pela presenca de um pescoco curto e paredes lisas e seu formato, podem variar de
padrées simples (fidlides solitarias) a padrées muito complexos (fidlides
guaterverticilado), com varios niveis de ramificacdo, resultando em padrdes gerais
simétricos ou assimétricos (figura 8) que por vezes sao utilizados na identificacdo de
espécies (GUPTA & RODRIGUEZ-COUTO, 2018).
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Figura 8. Padrdes de ramificagao de conidiéforo observados em Penicillium.
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Legenda: A — Conidioéforos com fidlides solitarias. B — Monoverticilado. C — Divaricado. D, E —
Biverticilado. F — Terverticilado. G — Quaterverticilado.

Fonte: Adaptado de VISAGIE et al., 2014

Neste género encontram-se espécies de grande valor econdmico e cientifico,
as quais historicamente ganharam seu destaque com a descoberta da substancia
biologicamente ativa penicilina (5). Tal substancia é produzida pelo fungo Penicillium
chrysogenum e ap6s anos de pesquisas, € atualmente utilizada como um dos
principais farmacos no combate a infeccdes bacterianas. Apds anos de pesquisas,
vem-se descobrindo uma ampla variedade de substancias isoladas a partir destes
microrganismos e identificadas quimicamente, sendo algumas ja utilizadas como
produtos naturais de uso comum pela sociedade.

Como exemplo dessas substancias tem-se a griseofulvina, uma substancia
antifingica isolada de Penicillium griseofulvum e atualmente utilizada como um dos
principais farmacos no combate de micoses (KUMAR et al., 2018); mevastatina (9),
molécula inicialmente isolada como produto metabdlico de culturas de Penicillium
citrinum, em 1976. Esta substancia atua diminuindo as taxas de colesterol no sangue
e é utilizada como medicamento no tratamento de doencas cardiovasculares (ZHENG
et al., 2014); &cido micofendlico (10), farmaco imunossupressor isolado de Penicillium
brevicompactum e utilizado para prevenir a rejeicdo em transplantes de 6rgaos
(REGUEIRA et al., 2011). A partir desses e de outros trabalhos foi possivel entédo
reconhecer este género como um potencial produtor de uma infinidade de

biomoléculas, as quais podem ser utilizadas em diversos setores industriais.



24

Figura 9. Substancias bioativas presentes em espécies do género Penicillium: (9)
mevastatina; (10) acido micofendlico.
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Fonte: Adaptado de ZHENG et al., 2014; REGUEIRA et al., 2011

O género Penicillium também é relatado em pesquisas como bioprodutores de
enzimas de importancia industrial, um exemplo € a enzima amilase, a qual foi
evidenciada como sendo produzida pelas espécies P. brunneum, P. fellutanum, P.
expansum e P. chrysogenum podendo serem utilizados em diversos setores
industriais, um exemplo de aplicabilidade das amilases € a sua utilizacao na industria
de limpeza onde ¢ utilizada na producéo de detergentes. (SUNDARRAM & MURTHY,
2014). Outras enzimas produzidas por Penicilium sdo as proteases, também
chamadas de enzimas proteoliticas, sdo consideradas enzimas bastante versateis
pois possuem ampla aplicabilidade em diversos setores industriais, tais como:
farmacéutica, alimenticia, cosmética, téxtil, etc (SANA et al., 2006)

Outra aplicacdo industrial onde os fungos deste género sao inseridos é na
industria alimenticia onde espécies de Penicillium sao utilizadas na confec¢do dos
sabores caracteristicos de queijos. Pode-se citar como as principais espécies
utilizadas para esta finalidade Penicillium camemberti e Penicillium roqueforti
(BOURDICHON et al., 2012).

Através de estudos como estes € possivel evidenciar as potencialidades
biotecnoldgicas de espécies do género Penicillium no que diz respeito ao fornecimento
tanto de produtos como de processos e ainda demonstrando cada vez mais a
promissora capacidade de producdo de moléculas bioativas isoladas a partir de

fungos deste género.
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1.4. Fusarium decemcellulare como agente patogénico do guaranazeiro

O guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis) € uma espécie vegetal nativa da
Amazonia, que produz o fruto conhecido como guarana. E uma espécie arbustiva e
trepadeira pertencente a familia Sapindaceae. O género Paullinia € composto por
aproximadamente 106 espécies distribuidas em todo o Brasil, sendo a maior parte
dessas espécies endémicas do Estado do Amazonas (FLORA DO BRASIL, 2020).

Historicamente o cultivo do guaranda advém dos indios pertencentes a tribo
Sateré-Mawé que faziam uso deste fruto para diversas finalidades, desde medicinais
até mesmo para rituais especificos. A partir da utilizacdo do guarana pelos povos
nativos da Amazonia foi possivel entdo a sua difusdo para outros locais e seu
aprimoramento, principalmente no que diz respeito ao ramo comercial.

O guarana é atualmente utilizado na industria farmacéutica e também na
fabricacdo de refrigerantes, xaropes, sucos, p6 e bastdes. Sua maior demanda esta
ligada a producdo de améndoas por parte das industrias de bebidas para a producéo
de refrigerantes e energeéticos, visto que pode apresentar elevados teores de cafeina.
Tem como maior produtor o Estado da Bahia, porém, no Amazonas, € amplamente
cultivado e comercializado por grandes e pequenos produtores, sendo assim neste
altimo caso uma cultura de grande importancia para a agricultura familiar e
consequentemente servindo como uma das principais fontes de renda para muitas
familias amazonenses (DE QUEIROZ et al., 2020).

Com o cultivo dessa cultura surgem alguns obstaculos durante o processo de
sua producéo, o principal deles se da aos agentes fitopatogénicos, que sao aqueles
organismos ou microrganismos responsaveis por diferentes patologias na planta e que
podem afetar diretamente o seu desenvolvimento e consequente producao. Uma das
fitopatologias que afeta mais comumente o guaranazeiro € o superbrotamento,
patologia causada pelo fungo Fusarium decemcellulare.

O superbrotamento nessa espécie foi evidenciado pela primeira vez nos anos
80 e seu agente etioldgico foi identificado como Fusarium decemcellulare (SANTOS,
1983). Essa fitopatologia apresenta variacdes de sintomas e acomete diferentes
orgaos da planta. Os trés principais sintomas presentes em plantas infectadas sao:
hiperplasia da gema vegetativa (superbrotamento das gemas vegetativas), hipertrofia
floral (flores com aspecto de célice entumecido, impedindo a polinizacao floral) e galha

(formacdo de massa compacta e desorganizada de brotos nas gemas terminais ou
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entrends). Todos esses sintomas, na planta, impedem o desenvolvimento de suas
flores e consequentemente a formacao de seus frutos (DE ARAUJO, et al., 2006).

O fungo causador do superbrotamento, identificado como Fusarium
decemcellulare pertence ao filo Ascomycota, ordem Hypocreales e familia
Nectriaceae. E geralmente evidenciado como enddfito ou patdgeno de diversas
plantas, principalmente em regides tropicais e subtropicais. A colénia deste fungo em
meio de cultura padrédo batata-dextrose-agar (BDA) apresenta pigmentacao vermelho
carmim apos trés a cinco dias de seu cultivo. Possui micélio aéreo cotonoso onde sao
produzidos em monofialides microconidios hialinos, que podem ser formados em
cadeia ou em “falsas cabecas”, com formato oval (GUU, et al., 2010).

Do ponto de vista econémico, o cultivo do guarana no Estado do Amazonas
vinha se estabelecendo de forma progressiva, tendo como principal produtor o
Municipio de Maués, com uma producédo de aproximadamente 625 toneladas, sendo
um dos produtos mais valorizados no mercado nacional e internacional,
principalmente devido ao elevado teor de cafeina presente no fruto se comparado ao
guarana produzido em outras regides do Brasil (PEREIRA, 2005). Entretanto, a falta
de um manejo adequado, ocorréncias de fitopatologias e envelhecimento das culturas
levaram a diminuicdo da producdo deste fruto, e como resultado, a elevagcéo da
producdo no Estado da Bahia. Atualmente, este cenario vem mudando, pois as
produgdes de guarana no Estado do Amazonas demonstram sinais de recuperagao
gracas ao lancamento de materiais genéticos melhorados pela Embrapa Amazénia
Ocidental, o que beneficia muitos produtores e consequentemente a economia.

Com isso, nota-se que a insercdo de medidas biotecnolégicas como as
implementadas pela EMBRAPA reforca a importancia destes recursos para a
recuperacao de culturas em risco, bem como para o aprimoramento de culturas de
valor econdmico. Utilizar as ferramentas da biotecnologia para o combate de agentes
fitopatogénicos como Fusarium decemcellulare que até hoje e de forma frequente
acomete o guaranazeiro através do superbrotamento torna-se essencial, visto que,
através do uso de fontes naturais pode-se garantir a eficiéncia e principalmente a
seguranca das culturas, contribuindo assim para o produtor, 0 meio ambiente e para

a economia local.
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1.5. Antifingicos de uso agrondmico

Os antifungicos sé@o encontrados na agricultura convencional, conhecidos
popularmente como fungicidas, sendo estes um dos produtos de maior
representatividade no controle de fitopatologias. A facilidade de aplicacédo e os
resultados imediatos obtidos os tornaram amplamente difundidos em diversas
culturas, entretanto, estes produtos em sua maioria sdo de origem sintética, podendo
conter substancias quimicas de alta toxicidade. Outro agravante no uso de fungicidas
sintéticos € o seu uso continuo, o qual pode desencadear a selecdo de fungos
fitopatogénicos resistentes, tornando o produto ineficaz e consequentemente
danificando plantacdes, solo e ainda promovendo intoxicacdes aos consumidores
(GUPTA, 2018).

Neste cenério, os fungos podem ser uma importante solu¢do quanto ao uso de
fungicidas, visto que sao microrganismos amplamente conhecidos por sua
potencialidade biotecnoldgica, sendo capazes de produzir uma diversidade de
moléculas com diferentes atividades biol6gicas. Com isso, estes microrganismos
mostram-se capazes de contribuir significativamente no combate a fungos
fitopatogénicos através da producdo de substancias antifingicas, sendo esta atividade
ja relatada em diversos estudos atualmente. Como exemplos de estudos acerca da
atividade antifingica produzida por fungos tem-se o trabalho desenvolvido por Ding e
colaboradores (2009), em que estes realizaram a identificacdo da molécula antifiungica
acido ambuico e de mais seis substancias derivadas desta, todas isoladas do fungo
Pestalotiopsis sp.

Outros estudos, como o de revisao bibliografica realizado por Shukla e
colaboradores (2019) aborda a importancia da utilizacdo de biofungicidas e outros
biopesticidas como alternativas naturais e seguras para meio ambiente e humanidade.
Os autores destacam o uso de espécies de Trichoderma como biofungicidas eficazes
no combate a varias fitopatologias causadas por fungos, atuando principalmente no
controle de doencas causadas no solo, como a podriddo de raizes, e ainda sendo
também capazes de atuar no tratamento de sementes, aplicagdo do solo,
encharcamento do solo, técnica de imersao nas raizes, etc.

Atualmente, substancias com acdo antifungica isoladas de fungos sé&o
comercializadas em alguns paises, tais produtos sdo conhecidos como

micofungicidas. A comercializacdo de produtos como estes comprova a eficacia de
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substancias oriundas do metabolismo secundério fungico como um produto natural
gue auxilia no combate de fungos fitopatogénicos. No quadro 3 € possivel observar
uma lista de micofungicidas comercializados em alguns paises do mundo. Em
contrapartida a esta realidade, no Brasil, ainda ndo h& registros da comercializacao
de micofungicidas, sendo isto um alerta, bem como uma abertura de oportunidades
para a implementacdo de fungicidas de origem natural, tomando como iniciativa a
utilizacao de fungos, visto a potencialidade biotecnoldgica que estes possuem no que
diz respeito a formulagao de um fungicida natural, ndo agressivo ao meio ambiente e
a saude humana (SHARMA, 2019).

Quadro 3. Micofungicidas comercializados para biocontrole.

Fungo Alvo Acéo Nome Produtor/Pais
comercial
Ampelomyces Controle de Hiper Q-Fect Green Biotech,
quisqualis oidio. parasitica Green-all Coreia do Sul
Fusarium Efetivo contra
oxysporum espécies
patogénicas de | Tratamento de .

Fusarium sementes e Biofox C SIAPA, ltalia
presentes em incorporacao Fusaclean NPP, Franca
plantacdes de de solos

manjericao,
cravo, ciclamen

e tomate.

Gliocadium Eficaz contra Certis LLC,
virens patdgenos do Soil Emirados
solo causadores | Antagonista Guard Arabes Unidos
amortecimento 12G
e podridao das
raizes
Trichoderma Eficaz contra RootShield Bio Works Inc
harzianum uma variedade Micoparasita Bio Trek Wilbur-Ellis,
de fungos Antagonista 229 Estados
patogénicos do Supresivit Unidos
solo

Fonte: Adaptado de SAVITA & SHARMA, 2019.
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2. OBJETIVOS
2.1. Obijetivo geral

Verificar o potencial antifungico de diferentes espécies de fungos do género
Penicillium no combate do fungo fitopatogénico Fusarium decemcellulare através de
ensaios de antibiose, bem como analisar quimicamente os metabdlitos secundarios

envolvidos nas atividades a serem descobertas.

2.2. Obijetivos especificos
e Realizar ensaios de antibiose entre Penicillium spp. e o fungo fitopatogénico

Fusarium decemcellulare;
e Cultivar os Penicillium spp. promissores em meios liquidos e meios semi sélidos;
e Produzir extratos contendo metabdlitos fungicos das cepas promissoras;

e Avaliar quimicamente as substancias produzidas pelo fungo promissor.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Selecao e reativacao das cepas fangicas

Para a realizacéo dos experimentos foram selecionadas seis cepas do género
Penicillium e uma cepa do fungo fitopatogénico Fusarium decemcellulare (tabela 1).
As cepas do género Penicillium fazem parte da colecdo de fungos do grupo de
pesquisa em Metabolémica e Espectrometria de Massas da UEA (MMSRG). A cepa
de Fusarium decemcellulare foi obtida através da parceria entre o grupo MMSRG e a
Embrapa Amazoénia Ocidental. Esta cepa também foi depositada na colecao de fungos
do grupo MMSRG.

Tabela 1. Identificacdo dos fungos registrados na colecéo do grupo MMSRG

Cddigo da colecdo Identificacdo taxondmica Origem Isolamento
MMSRG - 007 Penicillium funiculosum Sedimento igarapé poluido
MMSRG - 014 Penicillium austrosinense  Semente de Euterpe precatoria

MMSRG - 020 Penicillium sp. Casca interna de Mauritia

flexuosa
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MMSRG - 032 Penicillium rolfsii Solo de area da floresta
amazonica
Penicillium rolfsii Polpa de Mauritia flexuosa
MMSRG - 076 Penicillium pedernalense Casca interna de Passiflora
cincinnata
MMSRG-110 Fusarium decemcellulare Gema vegetal do guarana

Fonte: Dados do autor, 2021.

A reativacdo das cepas do género Penicillium e do fitopatégeno Fusarium
decemcellulare se deu pela remocéo de pequenos fragmentos de micélio previamente
conservados pela técnica de castellani. Os fragmentos foram transferidos para placas
de Petri contendo o meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA). Apds o
procedimento os fungos foram identificados com seus respectivos codigos e

acondicionados em incubadora BOD por um periodo 7 dias a temperatura de 28°C.
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3.2. Determinagao da atividade de antibiose

Para determinacao da atividade de antibiose foram realizados testes em meio
tradicional BDA. Como forma de definir um espac¢o adequado para o crescimento de
Penicillium spp. e F. decemcellulare, estabeleceu-se previamente uma distancia de
4cm entre os dois microrganismos na placa de petri (Figura 10). ApoOs este
procedimento, em camara de fluxo, os esporos de cada fungo foram inoculados com
auxilio de alca de platina através de um furo na placa contendo o meio de cultura em
cada ponto determinado, levando em consideracdo a distancia previamente
determinada na placa.

Figura 10. Modelo ilustrativo do ensaio de antibiose

Fungos selecionados

. Fitopatégeno
para o ensaio

Fonte: Dados do autor,2021.

Apoés o processo de inéculo de todos os microrganismos selecionados estes
foram armazenados em incubadora BOD a 28°C. As analises da atividade de antibiose
foram realizadas durante o periodo de 14 dias e o registro foi feito através de fotos
onde foram analisados quesitos como o padrdo de crescimento dos fungos frente ao
fitopatdgeno, excrecdo de algum metabolito para inibicdo no meio de cultura, além de
outros processos relacionados a antibiose. Apés o periodo de analises da antibiose,
o fungo MMSRG-020 (Penicillium sp.) foi entdo selecionado de acordo com a atividade
observada tendo como parametro o0s quesitos anteriormente citados para o

prosseguimento dos ensaios.
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3.3. Cultivo liquido e semissélido de Penicillium sp.

Apbs o processo de antibiose, o fungo MMSRG-020 foi selecionado para cultivo
liquido e semissolido. Esta etapa foi baseada na técnica de OSMAC (one strain many
active compounds), técnica que consiste na variacdo das condicdes de cultivo de
microrganismos, podendo essas variacfes serem: tipos de fontes de carbono, grau
de oxigenacdo, variacbes de pH, dentre outros (SALEEM, et al.,, 2009). Para a
realizacdo desta etapa foram utilizados dois tipos de meios de cultura: meios liquidos
(BDA e ISP2) e meios semissolidos (meio arroz, meio milho, meio sucrilhos e meio
aveia). Os meios foram preparados seguindo protocolos padrédo para o preparo de
meios de cultura liquido e semissadlido. As quantidades necessarias para a producao

de cada meio séo listadas nas tabelas 2 e 3 a seguir.

Tabela 2. Quantidades para a producao dos meios de culturas liquidos

Protocolo de preparo — Meios de cultura liquidos
Para 1000mL de H2O destilada

Batata-Dextrose (BD) ISP2

200 g de batata 10 g de amido
20 g de dextrose 4 g de extrato de levedura
15 g de Agar 10 g de extrato de malte

15 g de dextrose
20 g de Agar
Fonte: Dados do autor, 2021.

Tabela 3. Quantidades para a producdo dos meios de culturas sélidos

Protocolo de preparo — Meios de cultura sdélidos
Para 50mL de H2O destilada

Arroz, Aveia; Milho; Sucrilhos

+ 50 g de meio

* 1g de dextrose

Fonte: Dados do autor, 2021.
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Apbs o preparo de cada meio, estes foram transferidos para vidrarias do tipo
erlenmeyers de 250 mL, contendo 120 mL para os meios liquidos e 100 mL para os
meios semissolidos (50 g de meio + 50 g H20 destilada), em formato de triplicata
totalizando 18 vidrarias. Além dos meios de cultura, outros materiais foram
confeccionados, como tampdes feitos de gaze e algodado hidréfilo e quadrados de
papel aluminio para vedar as vidrarias durante a esterilizacéo.

Todos o0s materiais necessarios foram entdo colocados em sacos de
polipropileno, e em seguida submetidos a esterilizagdo em autoclave a 121°C por um
periodo de 15 minutos. ApOs este processo os materiais foram removidos da
autoclave e transferidos para camara de fluxo previamente esterilizada. Para a
inoculacdo do fungo nos meios produzidos, foi utilizada uma cepa do mesmo
previamente cultivada em placa de Petri contendo meio BDA com 10 dias de cultivo.
O indculo do fungo foi feito através do corte de fragmentos do mesmo na placa de
Petri e transferidos para os Erlenmeyers contendo os meios de cultura.

Apoés o inéculo em cada meio, as vidrarias foram vedadas utilizando-se os
tampdes de gaze e ao fim do procedimento as amostras foram armazenadas em uma
estante em modo estético, ao abrigo de luz e em temperatura ambiente de
aproximadamente 25°C por 21 dias (figura 11). Durante este processo as cepas foram
observadas verificando-se parametros como: possiveis contaminacdes, crescimento

fungico e pigmentacao do meio de cultura.

Figura 11. MMSRG-020 apés a inoculagdo nos meios sélidos e liquidos

Fonte: Dados do autor, 2021.
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3.4. Obtencéo dos extratos de Penicillium sp.
3.4.1. Filtracéo

Apbs o periodo de fermentacdo dos fungos, as cepas foram transferidas para
camara de fluxo, onde foi feita uma filtragdo simples com auxilio de funil de Blichner
e gazes (figura), a fim de separar o caldo (meio liquido) e o micélio fungico. Ao final
do procedimento, foram acrescidos juntamente ao caldo 50 mL do solvente Acetato
de Etila (CH3COOCH2CHz) para promover a extracdo dos metabdlitos secundarios.

O micélio fungico diferentemente do caldo foi macerado utilizando bastéo de
vidro e acrescido de 60mL de solvente metanol, sendo este armazenado ao abrigo de
luz e a temperatura ambiente para extracdo por um periodo de 24 horas. Os meios
semissolidos, assim como o micélio também foram macerados, porém, acrescidos de

60 mL do solvente Acetato de Etila (figura 13).

Figura 13. Caldo sendo filtrado Figura 12. Meio semissolido sendo macerado

Fonte: Dados do autor, 2021. Fonte: Dados do autor, 2021.

3.4.2. Centrifugagéao

Apos a filtracdo, o caldo e o meio semissélido ja acrescidos de acetato de etila
foram transferidos para tubos Falcon de 15 mL e submetidos a centrifugacdo em
poténcia de 4000 rpm por 5 minutos. ApGs a centrifugacéo, o sobrenadante de cada
meio foi coletado e transferido para vidrarias do tipo bal6es para posterior processo
de rotoevaporacao. O micélio apos as 24 horas de extracao foi submetido ao mesmo

procedimento de centrifugacéo (Figura 14) e transferido para baldes.
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Figura 14. Amostras ap6s centrifugagao

3.4.3. Rotoevaporacao

Para a retirada do solvente restante nas amostras e obtencédo dos extratos
brutos contendo os metabdlitos secundarios foi realizado o processo de
rotoevaporacdo. Ao fim desse procedimento, foram obtidos dois extratos, sendo um
do caldo fermentado e um do micélio para cada fungo cultivado, j4 para os meios
semissolidos obteve-se um tipo de extrato para cada meio, pois estes ndo passaram
por processos de filtracdo. Todos os extratos obtidos foram registrados e etiquetados
com o codigo dos fungos, a origem do extrato, meio ou micélio, o solvente utilizado na
extracdo e o valor da massa do extrato, por fim sendo o seu contetdo transferido para
frascos de penicilina previamente esterilizados e levados a dessecador para secagem

das amostras.

Figura 15. Processo de rotoevaporacdo Figura 16. Amostra sendo rotoevaporada

Fonte: Dados do autor, 2021. Fonte: Dados do autor, 2021.
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Figura 17. Frasco de penicilina contendo extrato bruto

Fonte: Dados do autor, 2021.

3.5. Andlise por Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de alta
resolucédo (CL-EMAR)

Para a realizacdo da andlise por espectrometria de massas foi seguida a
metodologia proposta por Pefialoza e colaboradores (2020). Utilizando-se um
Cromatégrafo liquido Dionex LC UltiMate 3000 acoplado ao espectrometro de massas
Thermo QExactive Plus. O tempo total de analise foi de 16 minutos e como condi¢des
do espectrometro de massas foi estabelecido o método de troca de polaridade
consistindo nos modos de ionizagao por Electrospray em modo positivo ESI (+), Full
scan m/z 100-1000, resolucdo 70K, AGC 1e6, IT 150 MS + dd-MS2 (topN 10),
resolucédo 17,5K, AGC 1e5, IT 50 ms, N(CE)=15, 45.

Figura 18. Equipamento utilizado para andlise por CL-EMAR

Fonte: EquipNet, 2021.
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Quanto ao preparo das amostras, a estas foram adicionados metanol grau
HPLC em um tubo de centrifuga até uma concentracdo final de 2mg/mL. Cada
amostra foi levada ao vortex por 30 s. Depois, cada tubo foi colocado em banho de
ultrassom por 15 minutos & 30 °C ou até dissolver as amostras. Novamente, cada
amostra foi levada ao vortex por 1 min para posteriormente ser centrifugado por 10
minutos a 9000 RPM e o sobrenadante removido para outro tubo de 1,5 mL.
Finalmente, foram retirados 100 pyL de sobrenadante da amostra e adicionados 100
HL de solvente MeOH:H20 (1:1) para uma concentragao final de 1mg/mL em insertes
de 250 pL para a analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas de alta resolucao (CL-EMAR).

Para o tratamento dos dados contidos nas amostras foi utilizado o software
XCalibur™, obtendo assim os dados essenciais para a identificacdo de possiveis
moléculas de interesse bioldgico, etapa est&4 na qual foi utilizado o banco de dados

Natural Products Atlas (www.npatlas.org/search/basic), através da insercdo do valor

de uma massa monoisotépica (M) que foi obtida pela subtracédo entre o valor massa
molecular da amostra identificada no espectro de massas (Ma) e a massa molecular
do hidrogénio de valor 1,0078 (MH). Com isso foi possivel obter um valor de massa

indicado para a pesquisa no banco de dados.

M = Ma - MH
Onde:
M = Massa monoisotépica da amostra
Ma = Massa molecular da amostra

MH = Massa molecular do Hidrogénio = 1,0078

Como forma de filtrar as buscas no banco de dados foi estabelecido um
intervalo de similaridade de 0,5 (figura 19). E a partir disso foi realizada as buscas por

moléculas que contivessem valores de massas dentro deste filtro de similaridade.


http://www.npatlas.org/search/basic
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Figura 19. Filtros do banco de dados npAtlas
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Fonte: Natural Products Atlas, 2021.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Atividade de antibiose de MMSRG-020 (Penicillium sp.)

Apés a realizacdo dos ensaios de antibiose e através dos registros por fotos
(figuras 20 e 21) foi possivel evidenciar dentre os seis fungos submetidos ao ensaio
gue apenas um deles, o fungo MMSRG-020 (Penicillium sp.) apresentou uma

atividade de antibiose, mais especificamente de micoparasitismo.

Figura 20. Ensaio de antibiose - Semana 01 e 02

=
MMSRG — 007 : MMSRG —110 | MMSRG —007 - MMSRG —110

v
MMSRG -014 =~ MMSRG —110 | MMSRG —014 =~ MMSRG —110

Fonte: Dados do autor, 2021.
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Figura 21. Ensaio de antibiose - Semana 01 e 02

MMSRG —032  MMSRG —110 | MMSRG —032 =~ MMSRG —110

MMSRG 035 ~ MMSRG —110 | MMSRG-035 ~ MMSRG —110

Fonte: Dados do autor, 2021.

Foi possivel observar que durante o seu desenvolvimento o micélio do fungo
se estendeu até a area onde o fitopatdgeno Fusarium decemcellulare (MMSRG-110)
foi inoculado. Com isso o0 fungo se aproximou o suficiente para iniciar um processo
denominado de micoparasitismo, que segundo Savita & Sharma (2019) € considerado
um processo de antagonismo direto, no qual o patdégeno, neste caso, um fungo
fitopatégeno, € morto por outro fungo. Os autores também denominam este processo

como hiperparasitismo.
Figura 23. Primeira semana de antibiose Figura 22. Segunda semana de antibiose

Fonte: Dados do autor, 2021. Fonte: Dados do autor, 2021.
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E conhecido como exemplo de micoparasitismo a a¢do do fungo Ampelomyces
quisqualis que reduz o crescimento das colonias de outros fungos através do
hiperparasitismo e eventualmente matando esses microrganismos através da
producéo de picnidia (corpo de frutificacao) dentro do oidio, uma fitopatologia causada
por fungos da ordem Erysiphales (CARBO et al., 2020).

Ao fim do experimento foi constatado que o fungo MMSRG-020 obteve sucesso
ao inibir o desenvolvimento do fitopatdgeno, fato que péde ser constatado através do
registro fotografico observando-se a perda progressiva de uma das principais
caracteristicas do fungo Fusarium decemcellulare, a coloracéo vermelho-carmim de
seu micélio (figura 22), o que certamente ocorreu devido ao processo parasitario
desenvolvido pelo fungo MMSRG-020.

4.2. Tratamento de dados obtidos por Cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas de alta resolugcéo (CL-EMAR)

Através das analises por espectrometria de massas foi possivel estabelecer um
comparativo entre os diferentes meios de cultura analisados. Constatou-se
similaridades e diferencas entre os cromatogramas em cada meio preparado.
Analisando o perfil quimico das amostras com o auxilio do software XCalibur™ péde-
se identificar a presenca de picos cromatograficos indicativos da presenca de
metabdlitos secundarios. Em todos os meios foi possivel identificar certas
similaridades entre os valores dos picos, indicando que certas substancias podem
estarem sendo produzidas nos diferentes meios de culturas.

A partir da analise dos perfis quimicos em sua totalidade é possivel evidenciar
gque o meio arroz (RJ 23) foi um dos meios em que se observou uma grande
diversidade de picos cromatogréaficos, o que poderia ser um indicativo da presenca de
substancias de interesse. Também foi identificado nos meios arroz (RJ 23) e sucrilhos
(RJ 26) picos como o de 6.28 minutos. Outro pico similar € o de 11.34 minutos,
presente nos meios aveia (RJ 20) e sucrilhos (RJ 26), respectivamente. Essas
semelhancas podem apontar possibilidades para a presenca de substancias comuns
entre esses meios.

Os meios liquidos BD (RJ 29) e ISP2 (RJ 31) foram os dois meios dentre todos
0s analisados que ndo apresentaram uma alta variedade de picos, em contrapartida

nos meios semissolidos observa-se uma ampla variedade de picos cromatograficos,
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indicando que os meios sélidos podem ser boas fontes de carbono para a produgéo
de possiveis metabolitos secundarios fangicos. Faz-se necessario salientar que ao
comparar estes picos cromatograficos quanto aos seus espectros de massa é possivel
identificar valores de massas similares, o que também pode indicar a presenca de
substancias de interesse comuns nos diferentes meios de cultura (Figura 24).



Figura 24. Cromatogramas obtidos em diferentes meios de culturas da amostra MMSRG-020 (Penicillium sp.)
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Fonte: Dados do autor, 2021.
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A partir da andlise do cromatograma no tempo de retencdo 6.28 min, foi
possivel identificar a presenca de um constituinte de massa 300.2 (m/z) [M+H]. Esse
ion molecular encontra-se presente em todas as amostras de meios de cultura
analisados. A partir do valor da massa molecular (299.2 g/mol), obtido da equacéo da
massa monoisotoépica foi possivel propor a estrutura para a presente molécula através
do banco de dados presente no Natural Products Atlas. Através das buscas foi
possivel identificar uma molécula com valor de massa 299.2 (m/z), a molécula 4-
Aminophyscion (C16H13NOs) (Figura 25).

Figura 25. Espectro de massas da substancia 1 (m/z 299.2), Tr 6.28 min — Meio

Arroz.

rj23 -arroz #1670 RT: 6.28 AV:1 NL: 7.75E7
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Fonte: Dados do autor, 2021.

Esta molécula foi identificada pela primeira vez em 1987 como um produto
natural isolado do fungo Dermocybe canaria (ordem Agaricales) (figura 26), sendo
ainda relatada como a primeira antraquinona de origem fungica que contém em sua
estrutura quimica um grupo amino. (KELLER & STEGLICH, 1987).
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Figura 26. Dermocybe canaria coletado na Nova Zelandia

Em linhas gerais as antraquinonas e seus derivados sdo importantes pigmentos
gue ocorrem naturalmente em plantas superiores, liqguens e fungos. Essa subclasse
de substancia possui diversas atividades bioldgicas, tais como: citotoxicas,
antifingicas e antivirais (FREIRE et al., 2010). Tal fato ressalva a presenca e a
importancia desta molécula como um produto natural do metabolismo secundario do
fungo MMSRG-020 (Penicillium sp.) e ainda sua importancia, tendo em vista que € a
primeira vez que esta molécula € identificada e relatada no género Penicillium. Do
ponto de vista de atividades biol6gicas sabe-se muito pouco a respeito desta molécula
e quais atividades bioativas esta pode desempenhar, entretanto, vale considerar que
esta pode contribuir de forma promissora para diversos ensaios, incluindo antifingico,
entretanto, para isso faz-se necessario um estudo mais aprofundado a respeito da

mesma neste microrganismo.

5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos deste trabalho foi possivel evidenciar o fungo
MMSRG-020 (Penicillium sp.) como um potencial agente biolégico capaz de parasitar
o fitopatégeno Fusarium Decemcellulare através do processo de hiperparasitismo, o
gue pode demonstrar uma alternativa a mais no combate de fungos fitopatogénicos
gue acometem culturas de importancia econémica como 0 guaranazeiro. A
identificacdo da antraquinona 4-Aminophyscion pela primeira vez no género

Penicillium, demonstra uma descoberta que pode corroborar para a utilizagcao desta
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molécula como um produto natural capaz de desempenhar importantes atividades
biolégicas. No entanto, para tal faz-se necessario um estudo mais aprofundado a
cerca desta molécula presente no fungo MMSRG-020, 0 que pode levar a outras

descobertas quanto as bioatividades presentes na mesma.
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