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Resumo - A cercosporina tem papel fundamental na infec¢cdo de patdégenos do género Cercospora
e pode ser usado como metabdlito natural no controle de plantas daninhas. O trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito de concentragbes de agar no meio de cultura na produgéo de cercosporina

por Cercospora aff. canescens (CMAA 1444), potencial agente de controle biol6gico das cordas-de-

viola, importante invasora na cana-de-agucar. O isolado foi cultivado em meio Czapek-Dox
modificado com as concentragdes de agar de 16, 8, 4,2, e 1,92 g L. Ap0s 14 dias de incubacéo a
20°C, o conteudo das placas (colénia+meio de cultura) foram coletados, peneirados e macerados. A
extracdo foi feita misturando o contetdo com acetato de etila, seguido de banho de ultrassom e
agitacdo em mesa agitadora. Os extratos obtidos foram secos, pesados e analisados em
cromatografia de camada delgada (A= 365 nm) e cromatografia liquida (UV: 470nm e fluorescéncia:
623nm). Os resultados foram comparados com o padrao analitico de cercosporina. Em cromatografia
delgada, observou-se producédo de metabdlitos similares aos do padréo de cercosporina para todos
os extratos obtidos do cultivo em meio de cultura modificado com 16, 8, 4,2, e 1,92 g &gar L™*. Em
cromatografia liquida, o tempo de retencdo dos metabdlitos obtidos dos extratos foi similar ao padréo
de cercosporina, com excecdo do meio de cultura com 4g agar L*. A maior concentracdo de

cercosporina obtida foi de 183,1 ug/g (470 nm), e 172,2 ug/g para o tratamento contendo 8 g &gar L
1

Palavras-chave: metabdlitos secundarios, controle biolégico, mico-herbicida, Ipomoea spp., corda-
de-viola

1Autor, Bolsista CNPq (PIBIC): Graduagdo em Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas, UNICAMP, Campinas-SP;
campos.psf20@gmail.com

2 Analista da Embrapa Meio Ambiente, Jaguariiina-SP; elke.vilela@embrapa.br
3 Pesquisador da Embrapa Meio Ambiente, Jaguariiina-SP; bernardo.halfeld@embrapa.br.

4 Orientador: Pesquisador da Embrapa Meio Ambiente, Jaguaritina-SP; katia.nechet@embrapa.br


mailto:campos.psf20@gmail.com

17° Congresso Interinstitucional de Iniciacdo Cientifica - CIIC 2023

29, 30 e 31 de agosto de 2023
ISSN: 2965-2812

Abstract — Cercosporin has an important role on infection caused by genus Cercospora and can be
used as natural metabolite on weed control. This study aimed to assess the effect of agar
concentrations in culture media on cercosporin produced by Cercospora aff. canescens (CMAA
1444), a potential biocontrol agent targeting morning glories, important weeds on sugarcane. The
fungal strain was grown on modified Czapek-Dox medium with agar concentrations of 16, 8, 4.2, and
1.92 g L. Following a 14-day incubation period at 20°C, the colonies, along with the media, were
collected, sieved, and macerated. The extraction process entailed mixing the contents with ethyl
acetate, subjecting them to ultrasonic bath, followed by additional agitation using an orbital shaker.
The resulting extracts were dried, weighed, and analyzed using thin layer chromatography (A= 365
nm) and high-performance liquid chromatography (UV: 470nm and fluorescence: 623nm). Results
were compared with a cercosporin analytical standard. Thin layer chromatography revealed the
presence of metabolites resembling cercosporin in all extracts obtained from culture media containing
16, 8, 4.2, and 1.92 g L™ of agar. Liquid chromatography analysis demonstrated peak retention times
similar to cercosporin for all extracts, except from culture media containing 4 g L™*. Highest cercosporin
concentrations were 183.1 pg/g (470 nm), and 172.2 pg/g (623nm) in treatment containing 8 g L™ of

agar.
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1. INTRODUCAO

As plantas daninhas competem por agua, luz, nutrientes e espago com as culturas e em
alguns casos séo hospedeiras de pragas e doencas que atacam as plantas cultivadas (LORENZI,
2000). As espécies que sdo consideradas importantes podem interferir nos estadios iniciais e
também durante o ciclo de desenvolvimento da cultura, interferindo na colheita e contribuindo para o
aumento do banco de sementes (BASTIAANS et al., 2008). O principal método de controle utilizado

no manejo de plantas daninhas é o uso de herbicidas quimicos.

Na cultura da cana-de-acUcar, a pratica da colheita mecanizada sem queima (cana-crua)
permite a formacéo de uma cobertura de palha proveniente de folhas, bainhas, ponteiros e pedacos
de colmo que sao cortados, triturados e lancados sobre a superficie do solo (MONQUERO et al.,
2011). Essa camada de palha no solo influencia a comunidade de plantas daninhas e seu banco de

sementes (SILVA et al., 2015). Neste cenario, espécies que nao dependem diretamente da luz solar
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para germinar e apresentam estruturas de reservas que permitem sobrepor essa camada de palha

estdo se tornando mais problematicas na cultura da cana-de-aclUcar (CORREIA; KRONKA, 2010).

Dentre estas espécies, pode-se destacar as do género Ipomoea spp., conhecidas por cordas-
de-viola, pertencentes a familia Convolvulaceae, com habito trepador e ciclo biol6égico longo, o que
as torna importante ndo s6 pela competicdo imposta no inicio da cultura, mas também durante a
colheita, pois seus ramos se fixam aos colmos (LORENZI, 2000). Como consequéncia da
competicdo, ha reducdo da produtividade da cana-de-acucar (BHULLAR et al., 2012). Um exemplo
do efeito deletério das cordas-de-viola em cana-de-acglcar pode ser ilustrado por dados referentes a
interferéncia de I. grandifolia na cultura, que ocasionou a antecipa¢do da maturacao e reducao em
36% do numero de colmos, com queda de 46% na produtividade (SILVA et al., 2009). Um evento
desta natureza pode gerar impacto econdmico significativo, uma vez que o valor de acucar total

recuperavel tende a ser negativamente afetado pela reducdo da produtividade (SILVA et al., 2009).

Particularmente na cana-de-agucar, o controle das corda-de-viola € dificultado pela presenca
da palha que interfere na eficacia de herbicidas tanto em pré-emergéncia (SILVA; MONQUERO,
2013) como em poOs-emergéncia pois nem sempre é possivel atingir todas as plantulas nos estadios
recomendados em fungéo do fluxo de emergéncia em diferentes periodos (PIZZO et al., 2010). Neste
contexto, a planta foi selecionada como planta-alvo para estudos de controle biolégico pelo método
inundativo ou de mico-herbicida, com o uso do fungo fitopatogénico Cercospora aff. canescens
CMAA 1444 (NECHET; HALFELD-VIEIRA, 2019).

De forma complementar ao uso direto do patégeno como agente de controle, a busca por
processos quimicos e bioquimicos envolvidos na interagéo planta-patégeno pode aumentar a eficacia
de um mico-herbicida (HUBBARD et al., 2014). Neste sentido, a exploragdo da fitotoxina
cercosporina produzida por fungos pertencentes ao género Cercospora spp. pode ter papel
relevante, uma vez que poderia aumentar a infectividade do inéculo produzido ou resultar na
obtencdo de metabdlitos naturais de a¢do herbicida que podem ser utilizados diretamente no controle
de plantas. Esta molécula pertence ao grupo quimico das perylenequinonas e atua diretamente no

processo de infeccao do patdgeno em plantas (DAUB, 1982).

Estudos prévios indicaram que no cultivo de Cercospora aff. canescens em fermentagao
liquida ha a producé@o de mais de um metabdlito secundério néo identificado. Por outro lado, em
fermentacdo solida, obtém-se a producdo somente do metabdlito com perfil similar ao padréao
analitico cercosporina, produzido por Cercospora aff. canescens (DIAS et al., 2022) sendo, portanto,

considerada a condicdo de fermentacdo mais adequada para obtencdo de cercosporina. Porém,
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durante o processo de extracdo de metabdlitos a partir da fermentacdo sélida, € necesséria a
triturac@o prévia da colbnia fungica obtida, utilizando peneira para posterior maceracao em cadinho,
processo que é dificultado com a presenca do meio de cultura solidificado. Como forma de contornar
esta limitacao, uma alternativa seria reduzir ao maximo possivel a concentra¢do de agar no meio de
cultivo. Porém néo ha informacéo se a reducao do agar pode influenciar a producéo do metabdlito

secundario cercosporina pelo fungo nestas condi¢cdes.

Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia da concentracéo de 4gar em meio de

cultura na producéo de cercosporina de Cercospora aff. canescens.

2. MATERIAL E METODOS

O isolado de Cercospora aff. canescens (CMAA 1444) foi recuperado da preservagéo pelo
método Castellani (CASTELLANI, 1967) e repicado para placas de Petri contendo o meio de cultura
Batata Dextrose Agar (BDA). As placas foram mantidas em incubadora tipo BOD a 25°C com luz
continua por 7 dias. Apos este periodo, quatro discos de 5mm de didmetro do meio contendo a
coldnia fangica foram transferidos para uma placa de Petri contendo 20 mL do meio sintético Czapek-
Dox modificado, pH 7, previamente selecionado para a producao de metabdlito secundario do fungo
(Tabela 1). Os tratamentos corresponderam as variacdes de agar adicionados ao meio de cultura:
T1:16 gL', T2:8gL?% T3:4,2gL'eT4: 1,92 g L. Para cada tratamento foram utilizadas 5 placas
de Petri.

Tabela 1. Composi¢cdo do meio sintético Czapek-Dox modificado utilizado para a producdo de metabdlito
secundério de Cercospora aff. canescens (CMAA 1444)

Composto % (m/v)
Dextrose 2,25
Nitrato de calcio tetrahidratado 0,1
Sulfato de magnésio heptahidratado 0,1
Fosfato de potassio 0,1
Cloreto de potdassio 0,05

Sulfato ferroso heptahidratado 0,0067
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Apés a repicagem, as placas permaneceram em incubadora do tipo BOD a 25°C por 14 dias.
ApOs este periodo, foi feita a maceracéo da colbnia obtida, retirando-se todo o contetddo da placa
juntamente com o meio de cultura, com auxilio de espatulas, que foi transferido para peneiras e
pressionado para realizar uma trituragdo prévia. Em seguida, a coldnia triturada foi transferida para
cadinho e macerada com auxilio de pistilo. Os produtos macerados foram transferidos para
Erlenmeyers de 250mL contendo 30mL do solvente acetato de etila, colocados em ultrassom por 5
minutos e, posteriormente, em agitacdo em mesa rotatdria por 30 minutos, a 150 rpm. Em seguida,
foi adicionado sulfato de sédio aos extratos e estes foram filtrados em papel filtro Whatman n°1. A
fracdo sdlida retida no filtro foi, entdo, submetida a mais dois processos de extracdo com 30mL de

solvente e 15 minutos de rotacdo em mesa rotatéria.

Os extratos filtrados obtidos foram acondicionados em balbées de fundo redondo e
concentrados em rotaevaporador (35°C/ 190mbar/ 80rpm). ApGs este processo, 0s extratos foram
transferidos para frascos com pesos previamente conhecidos e secos com jato de nitrogénio.

Os extratos secos foram diluidos em 0,5ml de metanol, com solubilizag&o auxiliada por banho
de ultrassom, e uma aliquota foi coletada com capilares de vidro para andlise de cromatografia de
camada delgada (CCD). Em seguida, adicionou-se 1ml de acetonitrila as amostras para submeté-las
a cromatografia liquida (HPLC).

Na andlise de CCD, os extratos foram aplicados em cromatofolhas de aluminio (Modelo DC-
Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UVa2s4), submersas em uma combinagéo de cloroférmio, etanol
e agua. Como controle negativo utilizou-se o solvente acetato de etila e como controle positivo
utilizou-se o padrdo analitico de cercosporina (Cercosporin from Cercospora hayii- Sigma® C6696).
O resultado da produgcdo ou ndo de cercosporina foi visualizado através de exposicdo das
cromatofolhas a uma lampada ultravioleta, usando A= 365 nm de comprimento de onda, utilizando a
Cémara de UV para visualizacdo de fluorescéncia 264/395 nm. A produgédo de cercosporina foi

confirmada pela visualizacdo de padréo coincidente ao padréo analitico de cercosporina comercial.

Para a cromatografia liquida, estabeleceu-se uma curva padrdao com diferentes
concentracdes do padrao analitico. As amostras, entdo, foram purificadas com solventes e para
obtencao de curvas de absorbancias por cromatografia liquida (HPLC) utilizando uma coluna C18
(150 mm x 4,6 mm) com particulas de 5 mm tamanho, mantido a 30 + 0,5 ° C (GUNASINGHE et al.,
2016; PERRY; GREEN, 1984). Ap6s injecdo do padrao analitico de cercosporina, estabeleceu-se um
tempo de retencdo padrédo para a cercosporina. Com este dado, foi possivel identificar graficamente

0S compostos presentes nas amostras com tempo de retencdo similares. Os valores de area e tempo
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foram relacionados com a curva padréo, o que gerou as concentracdes obtidas. A partir dos dados
de tempo de retencéo (UV e fluorescéncia), a area do pico e a massa dos extratos secos, obteve-se
a quantificacdo de cercosporina (1g/g) em cada tratamento.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A producédo de cercosporina a partir da extracdo de metabolitos produzidos por Cercospora
aff. canescens cultivado em meio sintético solido Czapek-Dox modificado com diferentes

concentracdes de agar é apresentada na figura 1.

Figura 1. Andlise de cromatografia em camada delgada dos extratos obtidos do meio sélido Czapek-Dox nas
concentracdes de agar de 16g L1 (1), 8g L1 (2),4,2g L1 (3) e 1,92g L1 (4) apés 21 dias de cultivo de Cercospora
aff. canescens CMAA 1444. Controle negativo- solvente (S) e controle positivo — padrdo analitico de
cercosporina (P).

Os metabdlitos produzidos nos tratamentos 1 (16 g de agar L), 2 (8 gde &gar L) e 3 (4,2 g
de &gar L) apresentaram similaridade com o padrdo analitico de cercosporina (Cercosporina de
Cercospora hayii- Sigma-C6696-5 mg). Porém, o tratamento 1 aparentemente indicou a producao

também de outro composto néo identificado. O tratamento 4 (1,92 g de &gar L'*) embora tenha
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indicado a producdo de metabdlito similar ao padrdo analitico de cercosporina, apresentou uma
frac@o de intensidade menor quando comparada com a intensidade do padréo analitico (Figura 1).

Para confirmagdo da producdo de metabdlito similar ao padrdo analitico de cercosporina
visualizada em CCD, as curvas de absorbancia das amostras dos tratamentos foram analisadas em

HPLC e o tempo de retencdo comparado com o obtido para o padrdo analitico (Figuras 2 a 5).
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Figura 2. Cromatogramas obtidos de andlise em cromatografia liquida do metabdlito produzido a partir da
fermentac@o solida de Cercospora aff. canescens CMAA 1444 em meio Czapek-Dox modificado com
concentracdo de 16 g de agar L. A seta vermelha indica o pico observado para o padrao analitico de

cercosporina. Deteccéo a 470 nm (UV) e 623nm (fluorescéncia).
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Chromatogram
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Figura 3. Cromatogramas obtidos de andlise em cromatografia liquida do metabdlito produzido a partir da
fermentacdo solida de Cercospora aff. canescens CMAA 1444 em meio Czapek-Dox modificado com
concentracdo de 8 g de agar L. A seta vermelha indica o pico observado para o padrdo analitico de
cercosporina. Deteccdo a 470 nm (UV) e 623 nm (fluorescéncia).

Chromatogram TRATAMENTO 3 (4,2g/L)
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Figura 4. Cromatogramas obtidos de andlise em cromatografia liquida do metabdlito produzido a partir da
fermentacdo solida de Cercospora aff. canescens CMAA 1444 em meio Czapek-Dox modificado com
concentracao de 4,2 g de agar L. Detecgdo a 470 nm (UV) e 623 nm (fluorescéncia).
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Chromatogram
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Figura 5. Cromatogramas obtidos de andlise em cromatografia liquida do metabdlito produzido a partir da
fermentac@o solida de Cercospora aff. canescens CMAA 1444 em meio Czapek-Dox modificado com
concentracdo de 1,92g de agar L1. A seta vermelha indica o pico observado para o padrdo analitico de
cercosporina. Detecgéo a 470 nm (UV) e 623nm (fluorescéncia).

O tempo de retencdo do padréo analitico de cercosporina foi em torno de 9 minutos. O tempo
de retencdo obtido para as amostras dos tratamentos 1 (16 g de agar L), 2 (8 g de &gar L) e 4
(1,92 g de agar L) foi similar ao tempo de retencdo do padrdo analitico (Figuras 2,3 e 5). O
tratamento 3 (4,2 g de agar L) ndo apresentou picos detectaveis similares ao padrdo analitico na
analise cromatografica (Figura 4). A andlise foi repetida outras vezes, mas nao foi possivel encontrar

um grafico com pico compativel ao do padréo de cercosporina.

As quantificagBes de cercosporina obtidas para cada tratamento sdo apresentadas na tabela

2 considerando a detecgdo a 470 nm e 623 nm.
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Tabela 2. Quantificacdo de cercosporina obtida da fermentacao sdlida de Cercospora aff. canescens CMAA
1444 em meio Czapek-Dox modificado com diferentes concentragdes de agar.

Concentracdo (pg/g)

Tratamento uv Fluorescéncia
T1 (16 g agar/L) 14,9 14,2
T2 (8 g dgar/L) 183,1 172,2
T3 (4,2 g agar/L) - -
T4 (1,92 g 4gar/L) 8,2 6,4

A cercosporina foi detectada nos tratamentos 1, 2 e 4 com variagdes de concentragcdo em
fungdo do tratamento. Os maiores valores foram observados para o tratamento 2 (8 g agar L*) com
producéo de 183,1 pg/g (deteccéo a 470 nm) e 172,2 pg/g (detecgédo a 623 nm). Para o tratamento
1 (16 g de 4gar L) a producéo de cercosporia foi em torno de 14 ug/g para ambos os comprimentos
de onda. Para o tratamento 4 (1,92 g de agar L) a producgéo de cercoporina foi de 8,2 ug/g (deteccdo
a 470 nm) e de 6,4 ug/g (deteccdo a 623 nm). Nao foi possivel quantificar a producéo de cercosporina
para o tratamento 3, uma vez que ndo se detectou tempo de retencdo similar ao padrao analitico em
HPLC. Supbe-se que o metabdlito produzido tenha sido degradado ou a amostra contaminada por

outros compostos durante o ensaio.

Neste trabalho foi observado que a producdo de cercosporina variou em funcdo da
concentracdo de &gar no meio de cultivo de Cercospora aff. canescens. A maior producédo de
cercosporina (pg/g) foi obtida com o cultivo em meio de cultura Czapek-Dox modificado com 8 g de
agar L. A reducdo da concentracdo de agar no meio de cultivo facilita o processo de extracédo do
metabdlito do fungo. Contudo, a eliminacdo do agar na formulacdo do meio ndo é adequada, uma
vez que, em meio ndo agarizado, ha producdo de outros compostos nao identificados durante o

cultivo de Cercospora aff. canescens (Dias et al., 2022).

Varios estudos demonstraram a influéncia das condicbes de cultivo sobre a producao de
fitotoxinas por fungos fitopatogénicos. A produgéo de acido fusarico por Fusarium oxysporum f sp.
lilii foi influenciado pela composi¢do do meio de cultura (LOFFLER; MOURIS, 1992) enquanto o
cultivo estacionario de Alternaria alternata permitiu a identificagdo de maiores quantidades das
toxinas alternariol, alternariol metil éter e acido tenuazénico, quando comparado ao cultivo sob
agitacao (BRZONKALIK et al., 2011). Para a fitoxina cercosporina, Jenns et al., 1989 verificaram que
a composicdo do meio de cultura, a temperatura e o fotoperiodo, considerando diferentes espécies

de Cercospora, sao fatores que influenciam na sua producgao. Este estudo relata pela primeira vez a

10
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influéncia da concentragao do agar no meio de cultura na produc¢ao de cercosporina e futuros estudos

serdo conduzidas para entender de que forma ocorre esta correlagao.

4. CONCLUSAO

Ha influéncia da concentracdo do agar em meio de cultura na produgéo de cercosporina por
Cercospora aff. canescens. A maior producéo de cercosporina foi de 183 pg/g oriunda de amostra
obtida a partir do cultivo deste fungo em meio Czapek-Dox modificado, utilizando 8 g de agar L. A
reducdo do &gar no meio de cultura facilita o processo de extracdo de cercosporina e subsidia
estudos de producdo de metabdlito secundario de Cercospora aff. canescens que podem ser

utilizados no controle biol6gico de cordas-de-viola.
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