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RESUMO

O Brasil apresenta um clima propicio a fruticultura, sendo o melao (Cucumis melo L.)
a fruta brasileira com maior parcela da produgdo voltada para a exportagéo.
Entretanto, a presencga de doencgas pds-colheita causa grandes prejuizos econémicos,
pois inviabiliza a comercializagao da fruta. Nesse contexto, a principal fitopatologia
que afeta o meldo é a "podridao-do-pedunculo” ou "podriddo do fusarium", causada
pelos fungos do género Fusarium. Atualmente, o método de controle mais utilizado é
a aplicagao de fungicidas sintéticos, no entanto, tem-se buscado alternativas menos
agressivas ao ambiente, como produtos naturais. Dentro dos produtos naturais, os
metabdlitos secundarios de microrganismos endofiticos se mostram como uma
alternativa promissora. Desse modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antifungica do endofitico Aspergillus nomiae (bM-03) cultivada em meio Czapek Agar
(CZA) frente ao fitopatdégeno Fusarium jinanense (UFCM-0611) utilizando-se a técnica
de co-cultivo, e, além disso, avaliar o perfil quimico do extrato de acetato de etila de
A. nomiae utilizando a Ressonancia Magnética Nuclear de prétio. Os fungos bM-03 e
UFCM-0611 foram inoculados na forma de co-cultivo pelos periodos de 14 e 21 dias,
em quadruplicada, em meio Czapek Agar. Extratos em acetato de etila de bM-03,
foram submetidos ao teste antifungico, usando cinco concentragdes de tratamento
(0,050; 0,100; 0,150; 0,250 e 0,350 mg/mL) e apds um periodo de incubacgéo de 24 h
a 25 °C, foram calculadas a porcentagem de inibigado do crescimento micelial (%ICM).
O extrato de 21 dias de bM-03 na concentragao de 0,350 mg/mL, mostrou-se capaz
de reduzir em 50,16% (+4,10) o crescimento micelial de UFCM-0611. O presente
trabalho € um dos primeiros registros da atividade antifungica de A. nomiae e o
primeiro com atividade anti F. jinanense. As analises em RMN de 'H indicaram que
houve um aumento na concentragao de alguns metabdlitos secundarios ao comparar
o perfil da monocultura versus co-cultura. Desta forma, este estudo mostra que a
técnica de co-cultivo em Czapek Agar pode ser uma alternativa para producéo de

metabdlitos com atividade antifungica frente ao Fusarium jinanense.

Palavras-chave: metabol6mica; co-cultivo; ressonancia magnética nuclear (RMN);

endofitico.



ABSTRACT

Brazil has a climate that is highly favorable for fruit cultivation, with melon (Cucumis
melo L.) standing out as the Brazilian fruit with the largest share of production aimed
at export. However, the occurrence of post-harvest diseases has caused significant
economic losses, as it compromises the fruit's quality and commercial viability. Among
these issues, the main phytopathology affecting melons is "stem-end rot" or "fusarium
rot," caused by fungi of the genus Fusarium. Currently, the most widely used control
method is the application of synthetic fungicides. However, there has been a growing
interest in less environmentally harmful alternatives, such as natural products. In this
regard, secondary metabolites produced by endophytic microorganisms have emerged
as a promising alternative. Thus, the objective of this study was to evaluate the
antifungal activity of the endophytic fungus Aspergillus nomiae (bM-03), cultivated in
Czapek Agar (CZA) medium, against the phytopathogen Fusarium jinanense (UFCM-
0611), using the co-culture technique. In addition, the chemical profile of the ethyl
acetate extract of A. nomiae was analyzed using proton nuclear magnetic resonance
(NMR) spectroscopy. Fungi bM-03 and UFCM-0611 were inoculated in a co-culture
system for periods of 14 and 21 days, in quadruplicate, using Czapek Agar medium.
Ethyl acetate extracts of bM-03 were subjected to antifungal testing, employing five
treatment concentrations (0.050, 0.100, 0.150, 0.250, and 0.350 mg/mL). After a 24-
hour incubation period at 25 °C, the percentage of mycelial growth inhibition (%MGI)
was calculated. The 21-day extract of bM-03, at a concentration of 0.350 mg/mL, was
able to reduce the mycelial growth of UFCM-0611 by 50.16% (£4.10). The present
work is one of the first records of the antifungal activity of A. nomiae and the first with
anti F. jinanense activity. '"H NMR analyses indicated an increase in the concentration
of some secondary metabolites when comparing the monoculture profile with that of
the co-culture. Thus, this study demonstrates that the co-culture technique in Czapek
Agar can be a viable alternative for the production of metabolites with antifungal activity

against Fusarium jinanense.

Key words: metabolomics; co-culture; metabolomics; nuclear magnetic resonance
(NMR); endophytic.
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1 INTRODUGCAO
1.1 Panorama do cultivo do melao

O setor da agropecuaria esta na base da economia brasileira. Em 2023, o
Produto Interno Bruto (PIB) do Brasil fechou com alta de 2,9% em relagdo ao ano
anterior, influenciado principalmente pelo crescimento de 15% da agropecuaria, sendo
a producao e ganho de produtividade da agricultura a principal causa desse aumento
(Belandi, 2024; Mesquita, 2024). Nesse cenario, o Brasil € o terceiro maior produtor
de frutas com volume de exportacdo que ultrapassa um milhdo de toneladas. Isso
acontece devido ao clima favoravel do pais ao longo do ano, que possibilita uma
producao variada de frutas, e ao investimento em tecnologia e infraestrutura (Kist et
al., 2023).

Ao redor do mundo, o cultivo de meldo (Cucumis melo L.) ultrapassou 1
milhdo de hectares, com uma produgéo global maior que 28 milhdes de toneladas em
2022, sendo a China a maior produtora com 14 milhdes de toneladas, seguida pela
Turquia e india. Segundo dados mais recentes, o Brasil & o oitavo maior produtor com
699.281 toneladas (FAOSTAT, 2024).

Na fruticultura brasileira, o meldo é a segunda fruta com maior produgéo
voltada para o mercado externo, exportando mais de 228 mil toneladas em 2023, o
equivalente a 32% do produzido em 2023 (Kist et al., 2024)

A regido Nordeste concentra 97% da producéo nacional devido ao clima
semiarido favoravel ao cultivo, como elevados indices de radiagdo (2500-3000 horas
de sol por ano) e temperatura (>30 °C), somados a uma escassez de precipitagao
(<600 mm por ano) e umidade relativa, além da falta de mosca-das-frutas (Queiroga
etal., 2020, Costa, 2017). Os estados do Rio Grande do Norte e Ceara sao os maiores
produtores e exportadores, somando 15 mil hectares de area plantada e mais de 520
mil toneladas produzidas em 2022. Especificamente, o estado do Ceara € o segundo
maior produtor de mel&do do Brasil com mais de 86 mil toneladas produzidas no mesmo
ano. Bahia, Pernambuco e Piaui também sao estados com producédo expressiva de

melao, porém com foco maior no mercado doméstico (Kist et al., 2024).



1.2 Doengas pés-colheita

Por ano, cerca de 1/3 dos alimentos produzidos para consumo humano sao
perdidos ou desperdigados no mundo todo. As frutas e os vegetais tém o maior nivel
de perdas quando comparados com os outros alimentos, sendo de 40% a 50% perdido
apos a colheita, em que uma das principais causas sdo as doengas pos-colheita
(Sawicka et al., 2020).

Doencgas pos-colheita sdo aquelas que se desenvolvem em partes das
plantas que foram colhidas, por exemplo, sementes, frutas e vegetais (Gupta; Saxena,
2023) e podem se manifestar em qualquer momento durante a colheita até o consumo
final (incluindo embalagem, armazenamento e comercializagao) (Shakeel et al., 2022).
A infeccao da planta pode ocorrer de duas formas: pré-colheita ou pds-colheita. Na
pré-colheita ou quiescente, o patdogeno ataca a planta durante o cultivo, porém
permanece em estado dormente (latente) e o patégeno s6 se manifesta apos a
colheita, durante ou depois das etapas de aclimatacdo e armazenamento. Na outra
forma de infecgdo, o patdégeno penetra na planta por meio de danos na superficie do
produto, causada por insetos ou les6es mecanicas, apos a etapa da colheita. De forma
geral, se a doenca s6 se manifesta no fruto ja colhido, ela é considerada doenca pos-
-colheita, ndo importando se o patdégeno infecta a planta antes, durante ou depois da
colheita (Shakeel et al., 2022; de Sousa; Granada, 2023).

O melado é acometido por doencas pos-colheita que afetam sua
comercializagdo e causam prejuizos econdmicos: cerca de 15% da produgao
brasileira de melao é perdida durante os tramites de exportacdo devido a doencgas
pos-colheita, especialmente podridées nos frutos, sendo fungos do género Fusarium
0s principais agentes causadores dessas doengas (de Aimeida Nogueira et al., 2023).

No melao, a fitopatologia mais comum é a “podriddao-do-pedunculo” ou
“‘podridao do fusarium”, causada por fungos do género Fusarium ainda durante o
plantio, mas s6 detectavel durante os procedimentos posteriores. O patdégeno pode
infectar o fruto por meio de qualquer ferimento, mas principalmente, no corte feito no
pedunculo durante os procedimentos de colheita (Wonglom; Sunpapao, 2020). Surge
na superficie um intenso crescimento micelial parecido com algod&o. Na parte interna
dos frutos infectados as lesbes sdo amarronzadas (Lima et al., 2021) e ha produgfgb

ao micotoxinas prejudiciais a saude humana e ao ambiente (Evangelista et al., 2022).
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1.2.1 Género Fusarium

Microrganismos do género Fusarium séo fungos filamentosos pertencentes
ao filo Ascomiceta, da ordem Hipocreales e familia Nectriaceae (Crous et al., 2021),
com aproximadamente 300 espécies conhecidas, mas grande parte ainda nao foi
reconhecida formalmente. E um género diverso e presente em quase todos os
ecossistemas da Terra, encontradas no ar, na agua, no solo, nas plantas e em
substratos orgéanicos. Essa caracteristica é possivel gracas a uma adaptagdo em
diferentes condi¢gdes ambientais, crescimento em diferentes substratos e seus
mecanismos eficientes de dispersdo. Incluem espécies com diferentes estilos de vida,
como saprotrofos, parasitas, endofitos, fitopatogenos, mutualistas e patdégenos de
humanos e animais (Crous et al., 2021, Ekwomadu et al., 2023, Sanchez et al., 2024).

Apesar da podridao do fusarium ser provocada por varias espécies do
género, as espécies do Complexo de Espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC)
tém se destacado por serem os mais frequentemente identificados como agentes
causadores da doenga no meloeiro (Medeiros Araujo et al., 2021). A espécie Fusarium
equiseti foi identificada como causa da podriddo do pedunculo na Tailandia
(Nuangmek et al., 2019) e na China (Li et al., 2019). Wonglom e Sunpapao (2020)
relataram que F. incarnatum causa podridao severa de frutos em meldo. O primeiro
estudo para determinar as espécies de Fusarium associadas a podriddo do meldo no
nordeste brasileiro revalidado por Lima et al. (2021) identificaram F. sulawense e uma
nova linhagem que pertence ao clado Equiseti. Medeiros Araujo et al., 2021 também
identificaram F. sulawense em meldes doentes na regido nordeste, além da espécie
F. pernambucanum. Zhang et al. (2022) também identificaram F. pernambucanum
como causa da podriddo do meldo na China. Khuna et al. (2022) identificaram uma
nova espécie do complexo capaz de causar a doenga no melao, F. melonis.

O Complexo de Espécies Fusarium incarnatum-equiseti € um agrupamento
filogeneticamente diversificado, com mais de 44 espécies identificadas. A maioria é
classificada como filoespécie criptica, o que torna dificil a identificacdo apenas com
base em caracteristicas fenotipicas. Essa caracteristica dificulta o emprego da
nomenclatura binomial das espécies, porém foram atribuidos numeros para simplificar
a comunicagao entre especialistas. Espécies filogenéticas foram separadas nos
clados Equiseti e Incarnatum. O clado Equiseti (FIESC 1 a 14, FIESC 30, FIESC 31,
FIESC 33, FIESC 34 e FIESC 35) € cosmopolita que vive no solo e foi isolado de
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raizes e outros tecidos vegetais de diversas regides do globo. Por outro lado, o clado
Incarnatum (FIESC 15 a 29, FIESC 32, FIESC 36, FIESC 37 e FIESC 38) prefere
regioes tropicais e subtropicais com temperaturas mais elevadas (Han et al., 2023, Xia
etal., 2019, Lu et al., 2021, Ghosal; Datta, 2024)

1.2.2 Tratamentos das doencas

Dado o impacto negativo das doengas pos-colheita, estratégias e
tecnologias sdo empregadas com o objetivo de reduzir seu desenvolvimento nos
frutos. O manejo varia entre técnicas fisicas e quimicas, como os exemplos citados a
seqguir.

O tratamento térmico para o controle de fitopatologias pode contemplar
tanto a refrigeracao durante o armazenamento quanto o tratamento de calor. O
armazenamento em baixa temperatura detém o desenvolvimento do patégeno e
desacelera o metabolismo celular da fruta, aumentando seu tempo de prateleira
(Evangelista et al., 2022, Xia et al., 2024). Entretanto, o uso de baixas temperaturas
se torna mais caro quando comparado a tratamento de calor, por demandar mais
tempo de exposicao (de MOURA et al., 2024). Termoterapia se utiliza de uma relagao
de uma elevada temperatura aplicada em um especifico periodo de tempo para
destruir os esporos do patégeno na superficie da fruta, além de induzir a resisténcia
para futuras infecgbes. O tempo de exposicdo e a temperatura usados devem ser
escolhidos com muito cuidado, pois pode afetar a qualidade da fruta (de Moura et al.,
2024).

A radiagao ultravioleta ja é usada em tratamentos de agua, desinfecgéo de
ar e descontaminacdo de superficies e € capaz de interromper a infeccdo de
microrganismos em alimentos frescos enquanto aumenta o tempo de prateleira da
fruta (Sneha et al., 2024). Essa tecnologia € empregada com a exposi¢ao do produto
sob radiacdo especifica por um periodo de tempo, que pode acontecer com
ultravioleta pulsada, com liberacdo de flashes intermitentes, e com ultravioleta
continua, liberacao de flashes de forma continua (Evangelista et al., 2022).

A ozonizagao é usada para a desinfecgao de superficies e ambientes e no
saneamento de agua e esgoto por ser um oxidante forte com baixo tempo de meia
vida (Evangelista et al., 2022). O ozénio (Os) reduz a presenca de patdogenos em frutas

e vegetais frescos por ser capaz de degradar estruturas celulares dos microrganismos
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como parede celular, mitocéndria e esporos, além de ser capaz de retardar o processo
de amadurecimento dos frutos, preservando sua qualidade. Seus principais
empecilhos sao os custos da maquinaria para produzir o ozonio (Tan; Ali; Siddiqui,
2022).

O controle de doencas mais comum € a aplicacao de tratamentos quimicos,
como fungicidas sintéticos. Ao mesmo tempo que consegue aumentar o tempo de
prateleira dos frutos, o fungicida é capaz de impedir a infeccdo dos patégenos por
inibicdo da respiragao mitocondrial, interrupgéo na sintese de microtubulos e indugao
atividades antioxidantes, estimulando a resposta de defesa na fruta (Tan; Ali; Siddiqui,
2022, Oyom et al., 2022). Porém, o uso continuo desse tipo de produto levanta
algumas preocupacgdes, pois os residuos dos pesticidas podem causar poluigao
ambiental, resisténcias dos patégenos aos quimicos, além da preocupagdo dos
consumidores quanto aos riscos a saude humana (de Moura et al., 2024, Palou et al.,
2016).

Diante de toda essa problematica, tem-se buscado alternativas mais
eficazes com menos prejuizos ambientais e a saude. Nesse contexto, os produtos
naturais, como metabdlitos extraidos de microrganismos, se destacam como a
alternativa mais adequada, por serem mais seletivos/especificos e nao deixarem
residuos toxicos (Matrose et al., 2021, Tripathi; Dubey, 2004).

1.3 Produtos naturais na agricultura

Produtos naturais s&o todo e qualquer composto produzido por seres vivos,
animais, plantas e microrganismos (Rutz et al., 2022). Na agricultura, sdo aplicados
como biocontrole, tanto de insetos como de fitopatégenos. Joo; Hussein (2023)
comprovaram que os 6leos esséncias de neem, de alecrim, de cravo e de gengibre
foram fraco a altamente toxicos para as larvas da lagarta-do-cartucho, Spodoptera
frugiperda, com a mortalidade geral variando entre 10 e 100%. Cheng et al. (2023)
identificaram trés cepas de Bacillus, Bacillus velezebsis (WZ-37), Bacillus subtilis
subsp.subtilis (WXCDD105) e Bacillus amyloliquefaciens (SS), com significativa
atividade antagonista contra Botrytis cinerea e capazes de formar um biofilme na
superficie de frutos de tomate que aumenta a resisténcia a doencas pds-colheita e
melhora a preservacgao. Wei et al. (2024) isolaram trés compostos do fungo Curvularia

inaequalis (curvularioxido, desidroradicinina e radicinina) que exibiram atividade
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fitotoxica significativa sobre Xanthium italicum (carrapicho) e quatro outras ervas

daninhas, sendo potenciais herbicidas para o manejo de espécies invasoras.

1.4 Metabolomica microbiana

A metaboldbmica € uma das ciéncias Omicas e diz respeito ao estudo
qualitativo e quantitativo e identificacdo dos compostos presentes no metaboloma de
organismos (Elshafie; Camele; Mohamed, 2023). Metaboloma € o conjunto de todos
os metabdlitos presentes em um ser vivo (Borges; Resende, 2021). Por sua vez,
metabolitos sdo compostos menores que 1500 Da, resultantes de todas as reagdes
quimicas que acontecem no individuo, que podem ser primarios, vitais para o
crescimento e a reprodugdo, ou secundario, responsaveis por interacbes com o
ambiente, como atrativos e mecanismos de defesa, mas nao de aplicagcédo
indispensavel no desenvolvimento do organismo (Geris et al., 2024). Os metabdlitos
secundarios chamam atencéo por diversidade e complexidade estrutural e ampla
atividade biolégica (Twaij; Hasan, 2022) e por isso sao aplicados na agricultura,
descoberta de medicamentos (drug discovery), industria de alimentos e cosméticos,
bem como pigmentos e surfactantes (Geris et al., 2024, Matrose et al., 2021).

A metaboldbmica microbiana busca entender a conexdo entre o
metabolismo dos microrganismos e seus fendtipos e € usado para identificagdo e
classificagdo de microrganismos, engenharia metabdlica, microbiologia ambiental,
astrobiologia, entre outras (Ye et al., 2022). Para tal, as duas abordagens mais usadas
sdo a targeted (direcionada) e a untargeted (ndo direcionada). Na abordagem
direcionada os alvos séo grupos especificos de metabdlitos, sendo eles de uma via
especifica ou uma classe de compostos. Na abordagem nao direcionada, o objetivo é
estudar a resposta dos microrganismos, geralmente, a uma mudanga ambiental (Xiao;
Zhou; Ressom, 2012).

Por causa da grande complexidade quimica do metaboloma a
metaboldbmica faz uso de técnicas analiticas multifacetadas para a separagcao e
deteccao afim de contemplar todos os metabdlitos. A cromatografia, tanto liquida (CL)
quanto gasosa (CG), é o método mais utilizado para separagao e a espectrometria de
massas (EM) para detecgdo. As duas técnicas acopladas (CL-EM ou CG-EM)
potencializam a identificacdo de metabdlitos. Outra técnica muito importante para a

metabolédmica é a ressonancia magnética nuclear (RMN) que ajuda na identificagéo
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de compostos em extratos. Analises em espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) também sdo empregadas (Ebrahimi; Tadayon Rad;
Lotfi, 2023, Elshafie; Camele; Mohamed, 2023).

No setor agricola se tém relatos de pesquisa e aplicagdo de metabdlitos,
principalmente para controle biologico. Bactérias do género Bacillus produzem
lipopeptideos antibidticos ciclicos, como surfactina, iturina e fengicina, que sao
secretadas e possuem acgdo antagonista contra 3 tipos de patdgenos vegetais
(Carmona-Hernandez et al., 2019). Bian et al. (2021) constataram que o fungo
Epicoccum dendrobii foi capaz de eliminar o crescimento do patégeno Colletotrichum
gloeosporioides e o desenvolvimento de lesbes nas plantas hospedeiras pela

producao de metabdlitos como flavipina e epirodina.

1.5 Fungos endofiticos

Microrganismos endofiticos s&o bactérias, fungos e virus encontrados no
interior de plantas durante todo seu ciclo ou uma parte dele sem causar nenhum
prejuizo ao hospedeiro (Mattoo; Nonzom, 2021). Fungos endofiticos possuem uma
ecologia especial por serem capazes de apresentar relagées simbidticas com a planta
hospedeira, podendo ser generalistas, capazes de colonizar varias espécies de
plantas, ou especialistas, os quais sé colonizam uma ou poucas espécies (Omomowo
et al., 2023, Ebrahimi; Tadayon Rad; Lotfi, 2023).

Fungos endofiticos penetram no hospedeiro por meio dos estdbmatos ou
feridas e o mecanismo de defesa contra patdégenos da planta é ativado, porém o
endofitico consegue produzir substadncias que neutralizam essa ag¢ao, colonizando
com sucesso o0 hospedeiro (Ebrahimi; Tadayon Rad; Lotfi, 2023). Ha situagdes, no
entanto, em que os fungos podem sair do estado endofitico para patogénico (Akram
et al., 2023). O endofitico beneficia a planta por fornecer compostos que melhoram
seu crescimento, absorcao de nutrientes e resisténcia a fatores bidticos e abidticos,
como patégenos e secas, enquanto o hospedeiro fornece protegdo estrutural,
nutrientes, através da sua diversidade quimica, e disseminacido de esporos
(Omomowo et al., 2023). A simbiose entre os dois organismos pode resultar no
hospedeiro e microrganismos produzindo o mesmo composto, aumentando a

diversidade quimica de ambos (Omomowo et al., 2023).
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Esses microrganismos s&do conhecidos por sua biodiversidade, ampla
distribuicdo ecolégica e multiplas interagdes com plantas hospedeiras e outros
microrganismos, tornando-os uma poderosa fonte de produtos naturais. Esses
compostos bioativos s&o foco de estudos em diversas areas, como drug discovery,
agricultura, ecologia e biotecnologia (Ebrahimi; Tadayon Rad; Lotfi, 2023, Mattoo;
Nonzom, 2021). Na agricultura, esses compostos podem ser usados para acelerar o
crescimento da planta ou como controle biolégico contra insetos, fitopatdgenos e
nematoides (Akram et al., 2023, Fite et al., 2023). Enddéfitos podem proteger a planta
de diversas formas, sendo elas competicdo por nutriente e espaco com o invasor,
producdo de antibioticos, secrecdo de metabdlitos primarios e secundarios que
controlam o patégeno, parasitismo e indugao de resisténcia no hospedeiro (Fenta;
Mekonnen; Kabtimer, 2023).

1.6 Género Aspergillus

Os fungos filamentosos do género Aspergillus sdo cosmopolitas estando
presentes nos mais diversos ecossistemas como plantas, solo, poeiras no ar,
sedimentos aquaticos e invertebrados marinhos (Hagag et al., 2022). Espécies desse
género desempenham diversas fungdes ecoldgicas como saprofiticos, parasitas,
fitopatdgenos, patdégenos de animais e humanos e endofitos (El-Hawary et al., 2020).
Eles sdo capazes de se adaptar as mais diferentes condigcbes ambientais e utilizar
diversos substratos, incluindo ambientes extremos (Paulussen et al., 2017). Muitas
espécies sado consideradas oligotroficas, capazes de sobreviver a ambientes pobres
em nutrientes, e outras ainda foram cultivadas em uma ampla faixa de temperatura,
pH e salinidade (Lee et al., 2013, El-Hawary et al., 2020).

Descrito em 1729 por Pier Antonio Micheli, o género Aspergillus (Reino
Fungi, filo Ascomycota, classe Eurotiomycetes, ordem Eurotiales e familia
Aspergillaceae) apresenta mais de 400 espécies divididas em seis subgéneros e 27
segdes (Hagag et al., 2022, Steenwyk et al., 2019 Wang; Zhuang, 2022). Esse género
tem a capacidade de produzir uma extensa gama de compostos bioativos, de forma
que somente entre os anos de 2004 e 2019 foram isolados mais de 500 metabdlitos
secundarios com atividades antimicrobiana, anti-inflamatérias e anti cancer (El-
Hawary et al., 2020). Seus diversos papeis ecoldgicos, adaptabilidade e sua
capacidade bioquimica tornam o género Aspergillus muito importante para areas
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como industria, agricultura e saude. Aspergillus oryzae € usado na fabricacdo de
molho de soja, A. niger produz acido citrico e de A. terreus € isolado o lovastatina,
farmaco usado para tratar colesterol alto (Houbraken et al., 2020).

A espécie endofitica Aspergillus nomiae faz parte da segédo Flavi,
subgénero Circumdati. Foi identificada por Kurtzman; Horn; Hesseltine (1987) e
inicialmente recebeu o nome de Aspergillus nomius (Frisvad; Larsen, 2015,
Mageswari et al., 2023). Neste trabalho, A. nomiae, foi isolada do fruto do buriti

Mauiritia flexuosa, presente na Amazonia brasileira.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Determinar atividade antifungica de uma cepa de Aspergillus nomiae (bM-
03) cultivada em meio Czapek Agar frente ao fitopatdbgeno Fusarium jinanense
(UFCM-0611).

2.2 Objetivos especificos

e Verificar o antagonismo entre as cepas bM-03 e UFCM-0611 usando meio de
cultura Czapek Agar;

e Atestar a inibicao da cepa bM-03 frente ao fitopatogeno UFCM-0611 por meio
teste antifungico;

e Analise do perfil quimico da cepa bM-03 por RMN para observar mudancas na

produgao de metabdlitos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao das cepas

A cepa de Aspergillus nomiae, identificada como bM-03, foi isolado do fruto
do buriti (Mauritia flexuosa) pelo professor Dr. Héctor Henrique Ferreira Koolen do
Grupo de Pesquisa em Metaboldmica e Espectrometria de Massas (MMSRG) da
Universidade do Estado do Amazonas (UEA).

O fungo fitopatogénico Fusarium jinanense, codificado como UFCM-0611,
foi obtido nas safras de 2015 a partir de frutos de meldao amarelo apresentando

sintomas tipicos de podridao do Fusarium na cidade de Maracanau, Ceara, Brasil.

3.2 Preservagao das cepas

O fungo enddfito A. nomiae (bM-03) e o fungo fitopatogénico F. jinanense
(UFCM-0611) foram preservados usando agua destilada estéril seguindo metodologia
Castellani (CASTELLANI, 1963).

Para o fungo bM-03 foram utilizados frascos de penicilina com 5 mL de
agua destilada e para o fungo UFCM-0611 foram utilizados tubos criogénicos com 1
mL de agua destilada. Os frascos e tubos foram levados para esterilizagdo em
autoclave a 121 °C por 15 min. Apds esse periodo, os frascos foram levados a capela
de fluxo laminar, onde inéculos da cultura pura dos fungos foram adicionados apos a
temperatura da agua baixar. Os frascos foram devidamente identificados e entéo

armazenados, conforme ilustrado na Figura 1.
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Figura 1 — Método Castellani aplicado as
cepas de A. nomiae (bM-03) e F. jinanense
(UFCM-0611).

Fonte: elaborado pela autora.

3.3 Ativacao das cepas

Para se atestar a pureza dos organismos preservados anteriormente e para
futura utilizagdo da cultura como material de partida para as repicagens, foi realizada
a ativagéo dos fungos A. nomiae e F. jinanense em meio Batata Dextrose Agar (BDA).
O meio BDA foi preparado e esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 min, entao
posto em placas de Petri. Plugs provenientes dos preservados foram arranjados de
forma tripontual (trés pontos equidistantes), como demonstrado na Figura 2, nas

placas de Petri contendo BDA e entdo incubados a 30 °C por 7 dias.
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Figura 2 — Ativacao das cepas de A. nomiae (bM-03)
e F. jinanense (UFCM-0611) de forma tripontual.
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Incubadora a 30 *C por 7 dias

Preservado bM-03
Fonte: elaborada pela autora, com auxilio do site BioRender.

3.4 Co-cultivo

No co-cultivo, um plug de cada um dos fungos foi inoculado em placas de
Petri contendo meio Czapek Agar a 4 cm de distancia um do outro. Como controle,
cada fungo foi inoculado também a 4 cm de distancia de um plug de meio de cultura.
A disposicao dos plugs na placa de Petri esta ilustrada na Figura 3. Os plugs mediam
9 mm e foram padronizados com auxilio de ponteira de 1000 pL para pipeta
automatica e de bisturi, ambos estéreis.

Para os tempos de crescimento de 14 e 21 dias foram preparadas as
seguintes quantidades de placas de Petri: 4 placas somente meio de cultura (branco),
8 placas inoculadas somente com A. nomiae (controle bM-03), 8 placas inoculadas
somente com F. jinanense (controle UFCM-0611) e 8 placas onde foram realizadas o

co-cultivo das duas cepas.
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Figura 3 — Disposi¢éo dos plugs de micélio dos fungos A. nomiae (bM-

03) e F. jinanense (UFCM-0611) em meio Czapek Agar para o co-

cultivo.
Co-t_:_u!'_civo Controle bM-03  Controle l_JF_CM-0611

bM-03 UFCM-0611 bM-03  meio CZA meio CZA UFCM-0611
Fonte: elaborada pela autora, com auxilio do site BioRender

3.5 Obtencgao dos extratos brutos

Na extracao, todo o conteudo das placas foi fragmentado e colocado em
erlenmeyers contendo 80 mL de acetato de etila (AcOEt) e deixados em ambiente
escuro por 24 h. Em seguida as amostras passaram por um procedimento de
sonicagao por 30 min e posterior filtragdo a vacuo, na qual a fracdo liquida das
amostras passou por uma particdo liquido-liquido com 80 mL de agua destilada. Ao
fim da particdo liquido-liquido as amostras passaram pelo rota-evaporador até a
evaporagao completa do solvente e entdo o conteudo transferido para vidros de

penicilinas devidamente tarados. A Figura 4 é o esquema exemplificando a extragao.

Figura 4 — Etapas para obtencao dos extratos brutos em acetato de etila

Corte do conteudo da placa Extracéo solido-liquido Ultrassom Filtragdo  Extracdo liquido-liquido  Rotaevaporagéo
.__hz
2 -
/‘ -
&\ b ¥ |¢
\ v =/
| m— = =i —l — 1 ' 4
/ T (e
/ -

i _-;_E
80 mL AcOEt 24 h 30 min 80 mL de agua =

Fonte: elaborada pela autora, com auxilio do site BioRender.
3.6 Avaliagao da atividade antifungica

O ensaio da atividade antifungica in vitro foi realizado pela determinagéo da

porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (%ICM) usando o método classico
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de diluigdo sucessiva (MERZ et al., 1984). O teste foi executado na Universidade
Federal de Uberlandia (UFU) pela professora Dr?. Eliane Mayumi Inokuti, parceira do
grupo de pesquisa.

Para o experimento, os extratos brutos obtidos dos controles de A. nomiae
(bM-03) foram solubilizados separadamente em 100 yL metanol estéril e adicionadas
ao meio BDA estéril fundido, em uma placa de 24 pogos, em cinco concentragdes:
0,050; 0,100; 0,150; 0,250 e 0,350 mg/mL. O fungicida de principio ativo tiofanato
metilico foi utilizado como controle positivo. Para isso, o fungicida foi dissolvido em
agua destilada esterilizada para se obter as mesmas cinco concentragdes de tiofanato
metilico (0,050; 0,100; 0,150; 0,250 e 0,350 mg/mL). Para controle negativo foi
utilizado meio BDA com metanol estéril. Um pogo contendo meio BDA, um plug de
micélio do fitopatogeno F. jinanense (UFCM-0611) e metanol estéril foi usado como
testemunha. O arranjo do controle negativo, da testemunha e dos tratamentos na
placa de 24 pocos esta esquematizado na Figura 5.

O fitopatégeno foi cultivado em BDA e, apds quatro dias de crescimento,
plugs do micélio com 3 mm de didmetro foram colocadas no centro dos pogos que
continham as diferentes concentragdes dos extratos e do fungicida sintético. Todos os

tratamentos foram realizados em ftriplicata.

Figura 5 — Esquema do teste antifungico em placas de 24 pogos: controle negativo;
testemunha; tratamentos com tiofanato metilico; extratos brutos de 14 e 21 dias de A.

nomiae.
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Apo6s um periodo de incubacao de 24 h a 25 °C, e sob fotoperiodo de 12 h,
foi medido o didmetro das coldnias no eixo horizontal € no eixo vertical (didametros
perpendiculares) e realizada a média das duas medidas para determinar o
crescimento micelial, conforme simulado na Figura 6. O diametro original do plug
micelial (3 mm) foi subtraido desta medida. A %ICM em relagcéo a testemunha foi
calculada para todas as concentragdes dos extratos. A taxa de inibigao do crescimento
micelial (%ICM) foi determinada de acordo com Simionato et al. (2017) usando a

formula abaixo:

Dc — Dt
T L

1
Do ]x 00

Onde: Dc = didametro médio do micélio fungico da testemunha e Dt =
didmetro médio do micélio fungico do tratamento (concentragdes dos extratos e do

fungicida).

Figura 6 — Representacdo de como foram realizadas as medidas para determinar o

crescimento micelial apds o periodo de 24 h.

Medida no eixo horizontal
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Fonte: elaborada pela autora.
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3.7 Analise do perfil quimico em RMN de 'H

Para analise em Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H, 5 mg de
extrato bruto obtido no item 3.4 foram dissolvidos em 500 uL em D20.

Os experimentos de RMN de 'H foram realizados nas instalagdes do Centro
Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN)
na UFC, em um espectrémetro Bruker DPX AVANCES00, operando na frequéncia de
500 MHz para o nucleo de hidrogénio, utilizando sonda BBFO direta de 5 mm de

diametro para analises.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Antagonismo das cepas fungicas usando o co-cultivo

Condi¢des normais de cultivo de fungos em laboratério ndo sdo capazes
de ativar todo o potencial de produ¢ao de metabdlitos do microrganismo. Uma forma
de contornar esse empecilho € o uso da técnica de co-cultivo, cujo objetivo € tentar
simular as condi¢gdes naturais em que o fungo vive e para isso essa técnica prevé o
cultivo de duas cepas de microrganismos com restricdo de espago e,
consequentemente, de nutrientes. Dessa forma, uma cepa pode produzir metabolitos
que impegam o crescimento da outra (Knowles et al., 2022).

Nesse trabalho, entéo, a técnica foi utilizada para confirmar que o fungo
Aspergillus nomiae (bM-03) era capaz de inibir o crescimento do fitopatdgeno
Fusarium jinanense (UFCM-0611). Segundo Bertrand et al. (2013), existem 4
possibilidades de inibicdo entre dois fungos em uma co-cultura, exemplificadas na
Figura 7: 1) inibicao a distancia: as duas cepas permanecem afastadas provavelmente
devido a presenga de compostos antifungicos no meio produzidas por uma ou ambas
as espécies; 2) linha de zona: as cepas crescem o suficiente para se encostarem e ha
a formacgao de uma linha visivel delimitando seu crescimento. Essa linha seria um local
onde as duas cepas expeliram substancias antifungicas; 3) inibicdo por contato: as
cepas se tocam, sem se sobrepor uma sobre a outra e sem evidéncia visivel de
producdo de compostos; e, por ultimo, 4) sobreposigdo: uma espécie apresenta

crescimento excessivo e € capaz de se justapor sobre a outra espécie.
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Figura 7 — Os quatros tipos de interagdo entre fungos no co-cultivo em meio
sélido, segundo Bertrand et al. (2013)

Inibicao a distancia Linha de zona

Inibicdo por contato  Sobreposicao

Fonte: adaptado de Bertrand et al. (2013)

A cepa A. nomiae (bM-03) foi capaz de inibir o crescimento da cepa F.
jinanense (UFCM-0611) em meio Czapek Agar por sobreposicdo, conforme

observado na Figura 8.
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Figura 8 — Antagonismo das cepas A. nomiae (bM-03) e F. jinanense (UFCM-0611)
obtido no co-cultivo apds 14 e 21 dias em meio Czapek Agar.
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Fonte: elaborada pela autora.
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4.2 Avaliacao da atividade antifungica dos extratos brutos

Os resultados da atividade antifungica estdo dispostos nas Figura 9 e
Tabela 1. Enquanto a maior porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (%ICM)
fungicida sintético, tiofanato metilico, foi de 71,43% (3,02) com 0,350 mg/mL, as
concentragdes de 0,250 e 0,350 mg/mL do extrato bruto de A. nomiae (bM-03) 14 dias
se destacam por apresentarem as maiores %ICM com 41,04% (+2,28) e 40,46%
(£6,03), respectivamente. Também se destacam as concentragdes de 0,250 e 0,350
mg/mL do extrato bruto de A. nomiae (bM-03) 21 dias também se destacam com
maiores valores de %IMC, com 41,56% (£1,97) e 50,16% (+4,10).

Tabela 1 — Porcentagens de inibicdo do crescimento micelial (%ICM)
dos tratamentos com tiofanato metilico e extratos brutos de A.
nomiae (bM-03).

Tratamento Concentragéo (mg/mL) ICM (% + DP)
Tiofanato Metilico 0,050 40,42 + 6,99
0,100 57,14 £ 2,35
0,150 63,89+ 1,76
0,250 60,64 + 8,82
0,350 71,43 £3,02
Extrato bM-03 14 dias 0,050 15,72 £ 4,08
0,100 35,75+1,58
0,150 35,71 £4,55
0,250 41,04 £ 2,28
0,350 40,46 £ 6,03
Extrato bM-03 21 dias 0,050 26037 £3,83
0,100 34,76 £ 2,47
0,150 35.66 £ 3.65
0,250 41,56 £ 1,97
0,350 50,16 £ 4,1

Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 9 — Avaliagdo do crescimento micelial do F. jinanense (UFCM-0611) apds os

tratamentos com tiofanato metilico (A) e extratos brutos de A. nomiae (bM-03) com 21
(B) e 14 dias (C).
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Fonte: elaborada pela autora. (A) é o tratamento com extrato de 14 dias, (B) € o tratamento com
extrato de 21 dias, (C) é o tratamento com tiofanato metilico e (D) Representagao do arranjo do
controle negativo, da testemunha e dos tratamentos na placa de 24 pogos

Kong et al. (2022) testaram a atividade antifungica da canfora, composto
isolado de plantas aromaticas ja conhecido por sua atividade inseticida, contra quatro
espécies fitopatogénicas pertencentes ao género Fusarium (F. oxysporum G5, F.
solani G9, F. verticillioide e F. graminearum) e concluiu que a taxa de inibigdo absoluta
contra os fungos testados passa de 80% com 2 mg/mL do composto. Segundo uma
busca na plataforma Agrolink, a recomendacgao de uso no campo do principio ativo
tiofanato metilico varia entre 0,7 mg/mL a 1 mg/mL (Agrolink, [s.d.]).

Os resultados séao promissores quando comparados ao fungicida sintético
e aos dados da literatura, pois se trata de principios ativos isolados, porém os extratos
usados neste trabalho sdo uma mistura de compostos, na qual ndo se pode garantir

que o composto antifungico esta em maior concentragao.
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4.3 Perfil quimico obtido por RMN de 'H

Os espectros obtidos apds analise em RMN de 'H estdo compilados na
Figura 10. Ao comparar os espectros obtidos do cultivo A. nomiae (bM-03) isolado (14
dias em vermelho e 21 dias em azul) com o co-cultivo entre A. nomiae (bM-03) e F.
Jinanense (UFCM-0611) (14 dias em amarelo e 21 dias em verde), observa-se que

houve uma mudanca no perfil quimico obtido nas duas situagdes.

Figura 10 — Espectros de RMN de 'H obtidos pela analise dos extratos brutos do
controle de A. nomiae (bM-03) e co-cultivo de A. nomiae (bM-03) e F. jinanense
(UFCM-0611).

Controle bM-03 CzapekA 14 dias E1
Controle bM-03 CzapekA 21 dias E1
Cocultivo completo CzapekA 14 dias E1
Cocultivo completo CzapekA 21 dias E1
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Fonte: elaborada pela autora.

Essas mudancas estao relacionadas principalmente pela concentracao dos
compostos presentes, evidenciadas pela intensidade dos sinais presentes. No
espectro de RMN de 'H, a area sob cada sinal € proporcional ao numero de atomos
de hidrogénio que geram esse pico, quantificando sua abundéncia na amostra

(Solomons; Fryhle; Snyder, 2018). Nos espectros obtidos, os sinais presentes
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préximos do deslocamento quimico (d) 7,2, 1,2, 4,0 possuem uma maior intensidade
nos extratos de co-cultivo do que nos extratos de bM-03 usados, o que sugere que
o(s) composto(s) com atividade antifungica sdo encontrados nessas regides.

Outro ponto que se destaca € aproximadamente 1,5 ppm no qual esta em
maior concentragdo os extratos de controle do que nos extratos do cultivo. Esse
comportamento pode indicar que a cepa A. nomiae, ao estar em co-cultivo com F.
Jinanense, prioriza o gasto de energia para o antagonismo do UFCM-0611. Os fungos
regulam rigorosamente os clusters de genes biossintéticos (BGCs) controlando a
sintese de metabdlitos secundarios, uma vez que sua produgao requer alta energia, e
€ ativada somente em condigdes especificas. Co-cultivo imita a competigdo natural e
pode desencadear a biossintese de metabdlitos: alguns sao regulados positivamente
(upregulated) para mediar a competicdo, enquanto outros s&o regulados
negativamente (downregulated) para conservar energia. Compostos que né&o
contribuem para interacbes de antagonismo com pouca ou nenhuma atividade
antimicrobiana tendem a reduzir significativamente a produ¢ao, como um meio de
conservar recursos metabalicos durante condigdes estressantes (Mosunova; Navarro-
Munoz; Collemare, 2021, Wang et al., 2022, Reza; Oppong-Danquah; Tasdemir,
2024).

Esse fenbmeno é explorado pela técnica OSMAC, em que pequenas
variagbes nas condigdes de cultivo (temperatura, pH, meio de cultura, co-cultivo, uso
de meio sélido ou liquido) alteram o perfil metabdlico dos microrganismos quando
comparado a condicbes padrao de cultivo (Bode et al.,, 2002, Pan et al., 2019).
Gonzalez et al. (2024) testaram extratos brutos do monocultivo de Trichoderma
asperellum T8a e do co-cultivo com Neurospora crassa contra os fitopatégenos
Botrytis cinerea e Fusarium solani. Ambos os extratos inibiram o desenvolvimento dos
patdgenos, mas o co-cultivo foi mais eficaz. Nas concentragdes de 10% e 20% (v/v)
inibiu mais de 90% do crescimento de ambos patégenos, provavelmente porque N.
crassa desencadeia a resposta micoparasitaria de T. asperellum, aumentando a
concentragao de metabdlitos inibitdrios. Stierle et al. (2017) estudaram o perfil quimico
de dois fungos extremdfilos, Penicillium fuscum e P. camembertii/clavigerum, tanto
isolados como em co-cultura. O co-cultivo das duas espécies provocou a producio de
compostos que nao foram encontrados nos cultivos isolados, incluindo o antibidtico
macrolido Berkeleylactona A que apresentou atividade contra cepas de

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM).
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5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, o fungo endofitico A. nomiae é um
candidato em potencial como inibidor do crescimento do fitopatégeno estudado. Os
experimentos de RMN de 'H mostram a produgdo de metabdlitos em maior
concentragao no co-cultivo, em relagao ao isolado, indicando que a técnica influencia
diretamente na produgdo de metabdlitos que possuem atividade inibitéria do
crescimento micelial do fitopatdgeno do meldo amarelo F. jinanense. O presente
trabalho € um dos primeiros registros da atividade antifungica de A. nomiae e o
primeiro com atividade anti F. jinanense. Como perspectiva, espera-se identificar e
isolar o(s) composto(s) com atividade antagonista para se compreender melhor seu

mecanismo de agao e estudar sua aplicacdo em campo.
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