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Sumario: Os fungos encontrados no ambiente marinho produzem metabdlitos secundarios
que podem ser utilizados na indastria farmacoldgica, cosmética, de suplementos
nutricionais, entre outros. Esses organismos tém sido utilizados na area de estudo
biotecnologico em virtude da producdo de enzimas e metabdlitos secundarios
diferenciados. Em contra partida, os Fitonematdides sdo organismos que vivem no solo,
parasitando raizes tuberosas, consequentemente ocasionam grande perda na producédo
agricola. Entre os fitonematdides de maior expressdao econdmica em relacdo a diversas
culturas no Nordeste, como cana-de —acucar, inhame, tomateiro, hortalicas em geral,
encontra-se 0 nematoide das galhas Meloidogyne sp. Nesse contexto, esse seguinte
trabalho teve como objetivo Avaliar a A¢do Biocontroladora em Fitonematoides através do
Metabolitos secundario de fungos marinhos. As amostras das Algas Vermelhas foram
coletadas no litoral Pernambucano. Todos processos de Isolamento, Extracdo de
Metabolitos, Preservacdo, Extracdo de Nematdides e Testes Bioldgicos foram
desenvolvidos no laboratério de Microbiologia e Imunologia do CAV/UFPE. Os
metabolitos podem ser testados para atividade antimicrobiana, como biocontrole de
fitonematoides, atividade citotoxica para celulares cancerigenas/tumoral, entre outras
aplicabilidades.
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INTRODUCAO

Dentro do universo dos microrganismos marinhos, os fungos tém sido encontrados
associados a algas, plantas, invertebrados, moluscos, e ainda presentes em sedimentos de
costdes e regides de mangue (FEHER, 2003). No entanto, ha poucos estudos sobre 0s
fungos marinhos cultivaveis no Brasil (MANILAL et al., 2010). O ecossistema marinho
tem sido bastante estudado na obtencdo de microrganismos produtores de metabdlitos, por
representarem mais de 95% da biosfera, comportando uma ampla variedade de organismos
que produzem substancias bioativas potentes, Unicas e diversificadas, as quais sdo
resultantes de suas adaptacdes as complexas condicBes impostas pelo meio
(SCHWARTSMANN et al., 2001). Os Fitonematodides em grande indice populacional,
causa prejuizos econdmicos na agricultura, pois esses organismos parasitam raizes que sdo
comercializadas e utilizadas para o consumo humano. O fungo Paecilomyces lilacinus, por
exemplo, é um fungo do solo que tem se mostrado efetivo no biocontrole de espécies de
Meloidogyne (KERRY, 1990). Ne contexto, esse seguinte trabalho teve como objetivo
Avaliar o efeito biocontrolador de Meloidogyne incognita com metabdlitos de fungos
marinhos. Consequentemente, o controle desses patdgenos é vital para a exploragdo
agricola comercial, 0 que pode ser feito com o uso de nematicidas sintéticos, resultantes da
industria petroquimica (CAMPOS et al., 1990; CAMPOS, 1997).
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MATERIAIS E METODOS
Para buscar verificar se os fungos marinhos seriam eficazes no controle dos
Fitonematoides realizamos os procedimentos que serdo descritos a seguir. Iniciou-se o
isolamento de fungos marinhos realizado a partir de amostras de sargacos (Alga Vermelha)
e usando agua do mar para preparacdo dos diferentes tipos de meios de cultura. Foram
coletadas Algas Vermelhas (Rodophyta) do litoral de PERNAMBUCO. Apds a coleta,
preparou-se 0s meios de cultura MEA, Tubaki, usando &gua do mar natural e contendo
antibiotico cloranfenicol para evitar contaminacdo com bactérias. As algas coletadas foram
lavadas com &gua destilada estéril, para retirar todo o excesso de areia e também diminuir
0 quantitativo de microrganismos encontrados na microbiota externa da alga, para
minimizar a contaminagédo. Os fragmentos de sargaco foram semeados em Placa de Petri
contendo os meios de cultura e incubados por 20 dias para crescimento fungico, em
temperatura ambiente em torno de 25 a 28°C. Foram realizados alguns isolamentos para a
identificacdo a nivel de género dos fungos das amostras da Alga vermelha, todos os fungos
pertencem ao género Aspergillus.
Em seguida foram realizadas a Producdo e Extracdo de metabolitos fungicos. Apos
crescimento fangico em meio liquido (YES e CALDO GLICOSADO), foi separado o
micélio do liquido metabdlico por filtracdo em papel de filtro. O micélio foi lavado, varias
vezes com agua destilada estéril, prensado e seco para retirar da dgua. Ao fragmento de
micélio seco foi adicionado tipos diferentes de solvente num volume varidvel até cobrir o
micélio e em seguida triturado no solvente. O material no Becker ficou incubando por no
minimo 2h e maximo 24h no congelador para ndo evaporar o solvente e em seguida o
extrato foi filtrado em papel de filtro qualitativo para separar restos de micélio triturado e o
extrato metanolico ou etanolico ou de cloroférmio foi rotaevaporado e seria ressuspendido
em DMSO e em seguida as amostras foram guardados a 4°C.
Para as extracdes dos nematoides, foi utilizado o Inhame-da-costa (Dioscorea cayennensis
Lam.) com sintomas da casca-preta, com a trituracdo e em seguida a centrifugacdo
utilizando sacarose (COOLEN & D’HERDE, 1972). As plantas do Tomateiro da variedade
Santa Cruz, com trinta dias de idade, foram cultivadas em solo esterilizado, em copo
descartaveis. ApoOs a extracdo e producdo dos metabolitos, foram realizados os testes de
biocontrole. Antes do teste do metabdlito do micélio nas mudas, foi necessario fazer um
teste invitro com 20 nematoides, onde 0 mesmos morreram apos a inoculacdo de 1 pL de
DMSO, portanto ndo foi realizado o teste do metabdlito extraido do micélio nas plantas.
Posteriormente, foi utilizado 30 ml do liquido metabdlito de cada fungo + 1 ml da
suspensdo dos nematdides (500 nematoides) e incubado por 4h. Em seguida inoculadas em
4 plantas. Ap6s uma semana, 0s sistemas radiculares das plantas serdo cuidadosamente
retirados do substrato e lavados, e submetidos ao processo de coloracdo por fucsina acida
nas raizes, para detectar a infectabilidade.

RESULTADOS e DISCUSSAO
Todas as mudas de tomateiro foram cultivadas com solo estéreo por 30 dias. Apds esse
periodo, 500 nematoides foram inoculados em cada muda do tomateiro e divididas em
tratamentos, a saber: T(0), T(1), T(2) e T(3), nesse sentido, Amostra controle, Amostra
com Meio de Cultura Yes e Caldo Glicosado, Amostra com Liquido Metabdlito e Teste In
Vitro, respectivamente, conforme Tabela 1. Nos resultados in vitro, 0 DMSO foi toxico aos
Nematoides, pois 0s 20 nematoides que foram inoculados em placa de petri, morreram
apos 10 minutos de inser¢do de 1 uL de DMSO na suspenséo.
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Tabela 1: Tratamentos das plantas de Tomateiro

T(0) Planta + Nematoides + Agua

T(0) Planta + Nematoides + Agua

T(1) 1 | Planta + Nematoides + Meio Liquido (Caldo Glicosado)

T(1) 2 | Planta + Nematoides + Meio Liquido (YES)

T(2) 1 | Planta + Nematoides + Liquido Metabdlito do Fungo G2(YES)

T(2) 2 | Planta + Nematoides + Liquido Metabdlito do Fungo G2 (CALDO GLICOSADO)

T(2) 1 | Planta + Nematoides + Liquido Metabdlito do Fungo G7 (YES)

T(2) 2 | Planta + Nematoides + Liquido Metabdlito do Fungo G7 (CALDO GLICOSADO)

T(3) 1 uL de DMSO + 20 Nematoides

Apbs 10 dias de inoculacdo dos 500 Nematoides em cada planta de Tomateiro, foram
realizadas o processo de coloragdo das raizes com fucsina 4cida. As raizes foram retiradas
com cuidado e lavadas com agua corrente em baixa velocidade. Em seguida, foram
retiradas as raizes das plantas e colocado 10 ml do corante Fucsina &cida por 30 min em
cada amostra. Posteriormente, todas as amostras de raizes foram analisadas em
microscopico optico e lupas. Com a analise das amostras das raizes, constatou-se que 0s
nematoides ndo conseguiram infectar nenhuma amostra de raiz incluindo os tratamentos/
amostras controle de infeccdo T(0), pois ndo havia indicios de infectabilidade dos
nematoides, uma vez que, todo o procedimento foi realizado como devidamente aconselha
a Literatura. Descartando assim, a possibilidade de um teste positivo de biocontrole, visto
que, os nematoides ndo infectaram a amostra de controle do tomateiro. Portanto
desconsidera-se as demais amostras, pois obtiveram o mesmo resultado da amostra
controle. A metodologia e protocolo estdo sendo repensandos, considerando gque nao existe
padronizacdo de procedimento por se tratar de método de controle natural, que ndo agride
o0 ambiente. no controle fitonematdides. Desse modo, surgiram algumas hipéteses da
imprecisdo dessa pesquisa, tais como: a) as mudas do tomateiro ndo terem realizado
processos fisiologicos liberando horménios, uma vez que, os fitonematdides nao foram
atraidos para parasitar a raiz do tomateiro; b) a quantidade de fitonematdides por amostras
foi insuficiente; assim, esse trabalho permite que outras pesquisa possam ser realizadas a
partir dos limites apresentados na realizagdo dessa investigacao, entre outras possibilidade
a serem investigadas.

CONCLUSOES
O presente trabalho se empenhou em realizar teste biolégicos contra os Fitonematoides do
género Meloidogyne. No entanto, os testes que foram realizados ndo foram satisfatérios
para esse biocontrole com metabélitos de fungos marinhos, até 0 momento.
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