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INTRODUCAO

A busca de principios que possam ser eficazes no controle microbiano tem sido alvo de
linhas de pesquisa, da mesma forma que produtos naturais tém sido isolados e identificados e
sendo atualmente uma das areas de maior crescimento da quimica organica (BRIZUELA et al.,
1998). Os fungos produzem metabolitos secundarios que consistem num mecanismo de defesa
contra competidores naturais, e desde a descoberta da penicilina tem sido amplamente
estudados com o fim de produzir antibiéticos (TAKAHASCHI; LUCAS, 2008). Da producao
de extratos destes fungos € possivel obter uma variada gama de produtos. Os fungos
basidiomicetos se incluem neste grupo de micro-organismos de interesse da farmacognosia.
Eles vivem em ambientes diversos e interagem com diferentes espécies, em ambientes

competitivos.

O método tradicional que os antimicrobianos sdo descobertos consiste na varredura de
isolados obtidos em cultura pura, produtores de substancias potencialmente ativas, tal como
concebido por Flemming no teste pioneiro com a penicilina, com um método de semeadura
cruzada, onde ocorre a confrontacdo dos isolados testes (MADIGAN; MARTINKO; PARKER,
2004).
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OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi produzir extrato de basidioma e micélio de isolado
Scleroderma sp e testar a acdo antibacteriana dos extratos em relacdo as bactérias E. coli (Beta
Lac) (ATCC 35218) e S. aureus (ATCC 25923) pelo método de difusdo em agar e acdo a
antifingica de isolado de Scleroderma sp em confronto a dois fungos, Alternaria sp e Fusarium

oxysporum.

MATERIAIS E METODOS

Amostragem: Basidiomas de Scleroderma sp foram colhidos em 2012, em plantagéo
de Pinus taeda (Cacador — SC) e desidratados em temperatura de 50+1°C, no Laboratorio de
Microbiologia da Uniarp. Basidiomas in natura de Scleroderma sp foram utilizados para
iIsolamento e depositados no Herbario FLOR, da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), sob o codigo FLOR0050691-05-12PB.

Isolamento de Scleroderma sp: Procedeu-se o isolamento a partir do basidioma, em
condicdes assepticas, retirando pequenas porc¢des da parte interna e transferindo para placas de
Petri com meio de cultivo Batata Dextrose Agar (BDA) e cultivadas em estufa a 25+1°C durante
quinze dias, na auséncia de luz. Apos o crescimento, o fungo foi repicado para placas de Petri
contendo o meio de cultivo MNM (Merlin-Norkans Modificado - MNM).

Cultivo de Scleroderma sp em meio liquido: Apo6s o isolamento do fungo
ectomicorrizico em meio BDA, foram retiradas discos de 7 mm de didmetro do micélio das
bordas das colonias e inoculado em placas de Petri com meio MNM e incubados em BOD a
25+1°C na auséncia de luz, durante 15 a 20 dias. Depois, discos de micélio foram utilizados
individualmente em 25 mL de meio MNM liquido em frascos de erlenmeyers de 250 mL e
aguardado a formacdo de um tapete de micélio em torno de 2,5 cm, apds 25 a 30 dias de

crescimento.

Producdo de extratos: Os basidiomas Scleroderma sp desidratados a 60+1°C e moidos,
sem esporos, foram utilizados para extracdo com éter de petroleo em aparelho de soxhlet. As
amostras de 10g de massa seca com 90 ml de éter foram submetidas a extragdo em torno de trés
horas e 30 minutos. Vinte e cinco tapetes de micelio de Scleroderma sp produzidos em meio
de cultivo liquido foram desidratados a 40+1°C e submetidos a extracdo com éter de petréleo,
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seguida de extragcdo em metanol, em aparelho de soxhlet. As extragdes foram realizadas em
periodo de oito horas.

Organismos: Foram utilizados isolados de E. coli (Beta Lac) (ATCC 35218) e S. aureus
(ATCC 25923) como bactéria indicadoras para teste da atividade antimicrobiana. Foram
utilizadas cepas de F. oxysporum e Alternaria sp, provenientes da colecdo da Estacdo
Experimental de Cacador, pertencente a EPAGRI S.A.

Teste de difusdo em agar: Swabs de algoddo carregados com suspenséo de E. coli e S.
aureus (10’ UFC cm?®) foram inoculadas em placas com meio Muller-Hinton e perfurada
assepticamente cinco pogos de 7 mm de didmetro. Os pocos foram preenchidos com 50 pul (3,0
mg) de cada extrato, que foram diluidos em 0,1N NH4OH e polissorbato 80 a 0,1%. Discos de
ampicilina + acido clavulanico, oxaxilina e 50 pl de 0,AN NH4OH e polissorbato 80 a 0,1%
foram utilizados como controle. As placas foram incubadas a 36°C por 18 horas e examinado
o0 halo de inibi¢&o do crescimento da bactéria indicadora. Um resultado positivo foi definido
com uma zona de inibigio de 9 mm (SMANIA JUNIOR et al., 1995) ou mais no diametro do

halo da bactéria.

Teste de confrontacdo: O fungo ectomicorrizico Scleroderma sp foi cultivado em meio
de cultura MNM sélido e os fungos fitopatogénicos dos géneros Alternaria sp e F. oxysporium
em meio Agar Dextrose e incubados a 25+1°C, durante 20 dias. Foram preparados discos de 7
mm destas culturas para serem utilizados na confrontagdo. Dois discos foram montados em
placas com meio de cultura MNM sélido, de modo que ficassem separados em torno de 60 mm
de distancia na superficie da placa, num extremo o disco de Scleroroderma sp e no outro o
fungo fitopatogénico teste. O fungo ectomicorrizico foi colocado oito dias antes do fungo
fitopatogénico. No tratamento testemunha, ao invés do disco contendo micélio do fungo
ectomicorrizico, foi colocado somente um disco de meio estéril. Essas culturas foram incubadas
a 25+1°C, em incubadora BOD, durante 21 dias. Apds esse periodo, mediu-se a distancia de
crescimento do fitopatdgeno na posicdo frontal em relacdo a area de crescimento do fungo
ectomicorrizico ou do disco estéril. A diferenca entre o crescimento do fungo teste e o disco
estéril e do fungo teste em relagdo ao Scleroderma sp foram expressos em termos de halo de
inibicdo. Apos, foi realizado a determinacao do pH da area de confronto dos fungos, utilizando
1g de meio de cultura retirado da borda do crescimento micelial de Scleroderma sp ou do disco
de agar (controle negativo) e diluido em 9 mL de agua destilada, e a leitura efetuada em
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pHgametro.

Anédlise estatistica: O delineamento do teste foi inteiramente casualizado e foram usadas
quatro placas para cada amostra ensaiada no método de difusdo em agar e trés placas no teste
de confrontacdo direta. Para avaliacdo do pH do meio de cultivo foram utilizadas duas

repeticdes dos controles negativos e duas de cada fungo testado.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Isolamento e cultivo de Scleroderma sp

O isolado Scleroderma sp a partir dos basidiomas apresentou micélio de coloracao
creme clara a branco, e formacdo do grampo de conexdo em meio MNM, caracteristico dos

basidiomicetos (Figura 1) e deste género de fungo ectomicorrizico (JEFFRIES, 1999).

Figura 1. Scleroderma sp. a) basidiomas com peridio relativamente rigido, com projec6es de hifas semelhantes a
escamas, b) micélio de coloragéo creme clara a branco, em meio MNM c) grampo de conex&o presente nas hifas.

o~y ] N -
. ,, )
\ e 1

O cultivo de Scleroderma sp em meio liquido MNM permitiu a obtengdo de micélio,
matéria prima para extracdo. O crescimento do tapete Scleroderma sp (em torno de 2,5cm), foi
obtido em torno de 20 dias (Figura 02).

Figura 2. Cultivo de Sclerodermasp. em meio liguido MNM: a) discos micelianos de 7 mm em meio MNM, b)
tapete miceliano depois de 20 dias de cultivo, b”) detalhe do tapete miceliano.

Obtengdo de Extratos

O produto final da extracdo do basidioma desidratado e moido, com éter de petrdleo

foram laminas finas, de coloracdo branca, que foram reduzidas a pé por maceracdo. Quando o
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mesmo solvente foi utilizado para a extracdo dos tapetes micelianos desidratados e moidos, ndo
houve formacdo de produto. No entanto, o resultado foi positivo quando foi utilizado metanol

como extrator para os tapetes micelianos e fracdo obtida era de coloragéo escura e viscosa.

A atividade antimicrobiana em relacdo as bactérias indicadoras, foi nula quando os
extratos foram testados (Tabela 1) na concentragdo Unica de 3 mg/mL, com o0 método de difuséo
em &gar. Semelhante resultado foi observado por Nascimento (2010) quando avaliou o efeito
dos polissacarideos do basidioma do fungo S. nitidum nas concentragdes de 15, 30 e 60 mg/mL,
em relacdo a S. aureus e E. coli, utilizando 20 pL de polissacarideos embebidos em discos para

difusdo em 4gar.

Tabela 1: Atividade antibacteriana de extrato de basidioma de Scleroderma sp, produzido com éter de petroleo,
e de micélio, cultivado em meio liquido, por periodo de 20 dias a 25+1°C, e extraido com metanol.

BACTERIAS

Material teste E. coli (ATCC S. aureus (ATCC 25923)
35218)
Zona de inibigdo (mm)?

Basidoma/éter de petréleo AN? NA

Micelio/metanol AN NA

Amoxicilina +Acido clavulanico® 20 35,5

Oxacilina® - 23,5

0,1N NH4OH + 0,1%polissorbato 80* AN NA

Obs. ‘valor médio de quatro repeticdes, 2atividade nula; controle positivo,“controle negativo.

Na figura 4 pode-se observar que nos po¢os onde foram aplicados os extratos, do lado
esquerdo da placa o proveniente do tapete micelial e o da direita do basidioma, houve a
precipitacdo de residuos, sendo que o da esquerda era mais hidrossoltvel e a difusdo foi melhor
que o da direita. Segundo Bandeira et al. (1998) a dificuldade de difuséo do extrato pode estar

relacionada a hidrossolubidade e massa molecular dos produtos naturais.

Figura 4: Produtos da extragéo de Scleroderma sp aplicados no meio solido Muller-Hinton para difus&o.
PosicOes dos pogos: controle positivo na posicgdo inferior, controle negativo no alto, extrato do micélio com
diluente a esquerda e extrato do basidioma com diluente a direita. a) logo ap6s a aplicacéo, b) 18 horas apds a
aplicacéo.

b) k\; /OJ

Teste de confrontacao

O teste de confrontagdo de microganismos é um teste classico de antibiose e no presente

caso, pode-se observar que o crescimento do fungo fitopatogenico foi inferior na presencga do
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isolado de Scleroderma sp, enquanto o de Alternaria sp foi semelhante ao controle negativo
(Tabela 2). VAIDYA; SHRESTHA; WALLANDER (2005) observaram alta atividade de
antibiose de Scleroderma sp em confrontacao direta com fungos fitopatogenicos como Pythium
sp, Rhizoctonia sp, F. oxysporum e moderada atividade contra F. udum e baixa em relacdo a

Geotrichum sp.

Tabela 2: Atividade antiflngica de Scleroderma sp em relagdo a fungos fitopatogenicos, em confrontacao direta,
no periodo de 7 dias, em cultivo de in vitro, a 25+1°C.

Micro-organismos Alternaria sp F. oxysporium
(mm)

Disco de agar? 1,3 2,93

Scleroderma sp 1,3 2,66

Halo de inibigdo 0 0,27

Obs. tvalor médio de tres repeticGes, 2 controle negativo

Sugere-se que Scleroderma sp pode produzir produtos de antibiose em relacdo a F.
oxysporium, conforme pode ser observado na Figura 5. O fungo Alternaria sp apresentou um

crescimento mais lento que o F. oxysporum.

Figura 5: A¢do de Scleroderma sp frente a fitopatdgenos, em cultivo in vitro, 25+ 1°C.a) Alternaria X agar e
Alternaria sp X Scleroderma sp, b e ¢) F. oxysporum X &gar (controle negativo) e F. oxysporum X
Scleroderma).

No presente trabalho, comparou-se 0 pH do meio cultivo ap6s os confrontos de
Scleroderma sp com Alternaria sp e com F. oxysporium, em relagdo aos controles negativos e
observou-se que ndo houve diminuicdo do pH do meio onde foi realizado o teste com F.
oxysporum, pois os valores foram muito préximos, enquanto para a Alternaria sp, ndo houve

inibicdo, mas o pH do meio foi mais baixo (Tabela 3).

Tabela 3: Avaliacéo do pH do meio MNM ap0s crescimento do isolado de Scleroderma sp e fungos
patogénicos, a 25+1°C.

Confronto Controle negativo Alternaria sp Controle negativo  F. oxysporum
pH 4,5 4,1 4,1 4,1
4,3 3,8 39 4,2
Média 44 3,95 4,0 4,15
Desvio padrao 0,14 0,21 0,14 0,07

Os fungos ectomicorrizicos apresentam potencial de producdo de metabolitos
secundarios que podem ser utililizados para a producdo de antimicrobianos, e o género
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Scleroderma sp, mostrou efeito em relacdo ao fungo F. oxysporum.

CONCLUSOES

A partir do basidioma de Scleroderma sp, utilizando como extrator de éter de petroleo
foi produzido um p6 branco, que apresentou caracteristas apolares e ndo houve inibicdo do
crescimento de S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC 35218), nas condicdes testadas.

N&o obteve-se produto quando utilizou-se éter de petroleo para a extracdo a partir dos
tapetes de micélio do isolado de Scleroderma sp, no entanto, com metanol, foi possivel obter
uma porcdo viscosa e escura, com caracteristicas polares, mas ndo apresentou acéo

antimicrobiana frente a bactéria Gram positiva e Gram negativa testada.

Na confrontagdo do isolado de Scleroderma sp com os fungos Alternaria sp e F.
oxysporum observou-se o potencial de inibicdo deste fungo ectomicorrizico em relagédo a F.

oxysporum.

Com perspectivas de estudos futuros, sugere-se a continuidade de testes com extratores
polares e apolares, mas observando as caracteristicas dos produtos formados de modo que a
escolha do diluente permita a adequada difuséo da fracdo obtida, nos meios de cultura.

Palavras-chave: Antimicrobianos, Scleroderma, antibiose, extracdo, ectomicorriza.
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