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Acao antibiotica de metabdlitos de Penicillium citrinumThom.
sobre Phytophthora palmivora (Butl.) Butl.

Cleber Novais Bastos'

Resumo

Foi verificada a presenga do fungo Penicillium citrinum Thom. como contaminante em
culturas de Phytophthora palmivora (Butl.) Butl.,, um dos agentes causais da podridio parda
do cacaueiro. Observagdes preliminares revelaram que a cepa de P. citrinum possui uma matr-
cante agdo antagonica sobre o P. palmivora. Testes realizados com a substancia antibidtica parcial-
mente purificada mostraram que o principio ativo foi inibidor a P. palmivora, tanto ao crescimen-
to micelial in vitro como a capacidade de produzir lesées in vivo.
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Antibiotic action of metabolites from
Penicillium citrinum Thom. on Phytophthora palmivora (Butl.) Butl.

Abstract

A strain of the fungus Penicillium citrinum Thom. was detected as contaminant in cultures
of Phytophthora palmivora (Butl.) Butl., an agent of the Black Pod disease of cacao. Prelimi-
nary observation showed that the strain of. £ citrinum has a great antagonistic effect on P. pal-
mivora. Tests carried out with the partially purified antibiotic showed that the active ingredient
was considerably toxic to P. palmivora to both mycelial growth in vitro and on lesion formation
capacity in vivo.
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Introdugdo

A classificagdo de organismos antago-
nicos a Phytophthora palmivora (Butl.)
Butl. ¢ caracterizagdo de seus produtos
metabolicos sdo de grande interesse,
devido a importdncia do patogeno no
complexo da podriddo parda do cacau-
eiro.

Em placas de Petri com culturas de
P. palmivora, foi observada a presenga
de um fungo contaminante, possuidor
de marcante capacidade antagbnica ao
patogeno. O antagbnico foi isolado e
determinado como sendo Penicillium
citrinum Thom., segundo identificagdo
procedida no Commonwealth Myco-
logical Institute, Kew, Inglaterra.

Segundo Waksman (1945), De Bary
fol o primeiro a estudar o significado
das relagGes antagonicas entre micror-
ganismos, mostrando que, quando
dois microrganismos crescem no mes-
mo substrato, cedo ou tarde, um ultra-
passa o outro e, eventualmente, o
destroi. Diversos experimentos tém
evidenciado que substdncias secretadas
por um dos organismos podem apre-
sentar toxicidade para o outro (Lacaz,
1969).

Os trabalhos sobre antibiose e o
seu uso no controle de doengas de
plantas ndo s3o um campo recente de
pesquisa e, na literatura, sdo encon-
tradas inumeras citagoes (Leben e
Keitt, 1952; Cercos, 1957; Gottlieb
e Pote, 1960; Brian, 1960; Horner,
1963; Howel e Stipanovic, 1979).
Entretanto, no Brasil, sdo raras as
pesquisas nesse campo e os trabalhos
realizados referem-se, em sua maioria,
a inibigdo in vitro.
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O presente trabalho teve como
objetivo comprovar a capacidade an-
tagonica, determinar uma metodologia
para produzir e purificar a substancia
antibiética do P. citrinum e testar sua
a¢do no controle de P. palmivora in
vitro e in vivo.

Material e Métodos

Teste de antagonismo. Os testes para
determinar a capacidade antagonica fo-
ram conduzidos em placas de Petri de
9,0 cm de didmetro, contendo 20 ml de
meio BDA (batata-dextrose-agar), sendo
o antagonico colocado em trés pontos
equidistantes. Em intervalos de 0, 24,
48 e 72 horas, foi implantado, no cen-
tro de cada placa, um disco de micélio
de 5 mm de didametro de P. palmivora,
sendo as placas posteriormente incuba-
das a 25+ 1 °C.

Producdo e purificagio do liquido
metabolico. Na produgao do liquido
metabolico, foram utilizados frascos
Erlenmeyer com capacidade de 250ml,
contendo 50ml de meio batata-dextrose
(batata - 200g; dextrose 20g e dgua des-
tilada - 1.000ml) com o pH ajustado
para 5,8 com NaOH a O,IN. Apds a
esterilizagdo em autoclave a 120 °C
durante 15 minutos, cada {rasco
foi inoculado com ! ml de suspensdo
de esporos em dgua destilada e este-
rilizada proveniente de uma cultura
de P. citrinum em BDA com 8 dias de
idade. Os frascos foram mantidos a
temperatura ambiente do laboratorio
(25 — 28 °C), sem agitagdo, durante 8
dias. Apos este periodo de incubagdo,
foi procedida a filtracdo a vacuo e a
esterilizacdo do filtrado efetuada me-
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diante filtro Seitz
(0,22 1.

O filtrado de cultura em volume
correspondente a 200ml foi ajustado
para pH 3,0 com HCIa IN e submeti-
do a extragdo com igual volume de
n-butanol em um funil separador. De-
pois da separa¢do, a fase aquosa fol
descartada e a fase organica evapo-
rada a vacuo num evaporador rota-
tério a 40 °C até secagem total.

a passagem em

Cromatografia em sflica gel. A puri-
ficagdo e isolamento da substancia
antibiotica foi feita por cromatografia
de camada fina (2mm) em silica gel
(Merck 60 F254), usando-se o sistema
de solventes butanol: &dcido acético:
dggua (12:3:5, v/v/v). A visualizagdo
do principio ativo foi feita sob luz
ultravioleta e a zona correspondente
ao antibidtico foi removida da placa
e imediatamente elufda em metanol.
Em seguida a este procedimento, o
solvente foi filtrado através de papel
de filtro Whatman n® 1 e evaporado
até secagem total a 40 °C, sendo o re-
siduo resultante dissolvido em S5ml
de dgua destilada e esterilizada.

Ensaio Dbiologico in vitro. Para
avaliagdo do efeito inibidor do liquido
metabolico purificado, foi empregado
o método de difusdo através de cilindro
de vidro em placa (Cercds, 1957).
Anéis de vidro, previamente esteriliza-
dos, de Smm de didmetro e 10mm de
altura foram colocados no centro de
placas de Petri sobre o meio BDA,
sendo, posteriormente, depositadas
no interior dos anéis aliquotas de 10,
30, 50 e 70 ul do liquido metabélico
purificado. A seguir, trés discos de mi-

célio de Smm de diametro de P. palmi-
vora foram implantados em pontos
equidistantes, proximo & parede das
placas, e estas incubadas a 25 °C sob
luz continua (General Eletric 40W -
Mz do dia). Para cada concentragdo,
foram usadas trés placas de Petri.

Ensaio biologico in vivo. Frutos
verdes de cacau (IMC - 67 x Catongo)
de 3 — 4 meses de idade, em namero
de S5, foram atomizados através de um
atomizador De Vilbiss com 25% de solu-
¢do antibidtica purificada. Ap6s 3 horas
de aplicagdo, procedeu-se a inoculagdo
mediante a deposi¢do de 2 discos de
micélio (10mm de didmetro) de P.
palmivora sobre a superficie de cada
fruto. Qs frutos foram, posteriormente,
postos em sacos plasticos contendo al-
goddo embebidp em dgua destilada
para manter o ambiente saturado de
umidade. Procedimento semelhante foi
adotado com os frutos testemunhas,
os quais foram atomizados apenas com
agua destilada.

Resultados e Discussio

O Penicillium citrinum desenvolveu
atividade antagonica sobre P. palmivora,
mesmo quando os dois organismos foram
colocados simultaneamente na mesma
placa (Figura 1). Obedecendo ao inter-
valo de 72 horas apds a implantagdo
do antagdnico nas placas de Petri, ve-
rificou-se que o crescimento da colonia
de P. palmivora foi totalmente paralisa-
do (Figura 1). As placas foram mantidas
por duas semanas sob condig¢des de la-
boratério e ndo mostraram qualquer
modificagdo com relagdo ao crescimen-
to de P. palmivora. Isto sugere que a
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Figura 1 — Antibiose entre coldnias de P. palmivora e P. citrinum apos 0, 24, 48 ¢ 72 horas
de inoculagdo com o antagénico. Foto — 8 dias apos as moculagoes.

zona de inibi¢do produzida entre os
dois organismos é decorrente da libera-
¢do de substdncia(s) toxica(s) pelo
antagonico no meio de cultura, impe-
dindo o desenvolvimento do patogeno.
Com base nesses resultados, foi realiza-
do o cultivo do antagdénico em meio
liquido ¢ efetuado o isolamento do
principio ativo inibidor através do
tratamento do filtrado de cultura
com solvente organico.

Preliminarmente, foram emprega-
dos varios solventes no processo de puri-
ficagdo do liquido metabolico de P.
citrinum, Todavia, foi no fracionamen-
to do filtrado de cultura em butanol
que se conseguiu maior concentragdo
do principio ativo inibidor ao P. pal-
mivora.
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A anilise cromatogrifica da subs-
tincia inibitoria revelou a presenga
de uma mancha amarela fluorescente,
sob ultravioleta, localizada no Rf
0,83, a qual estda associada a atividade
antibidtica.

Paralelamente, foi demonstrado que
o produto metabélico de P. citrinum
¢ termoestavel, sendo capaz de ser
autoclavado a 120 °C durante 20
minutos sem alterar a sua atividade
biologica. Em testes de solubilida-
de, a substancia foi solivel em me-
tanol, etanol, cloroférmio, éter eti-
lico e acetona. Nas analises qualitati-
vas (Plummer, 1978), apresentou rea-
¢do positiva nos testes de Antrone,
Fehling e Molish e reagdo negativa
nos testgs ninidrina, Xxantoprotéico
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¢ biureto.

Glasby (1979) faz referéncia a um
antibiotico produzido por uma raga de
P. citrinum SANK (FERM-P 2609),
codificado como Antibidtico ML - 236
A. Porém, as caracterfsticas fisico-qui-
micas e biologicas diferem daquelas
da raga por noés estudada. Segundo
Waksman (1959), diferentes ragas de
uma mesma espécie de organismo
podem produzir antibiéticos quimica-
mente diferentes.

A Figura 2 mostra a atividade inibi-
dora do liquido metabolico purificado
sobre o desenvolvimento de P. palmi-
vora, Pode ser observado que, nas pla-
cas onde foi colocada a substancia
inibidora, o crescimento do fungo foi

retardado acentuadamente e que maiores
zonas de inibi¢do ocorreram em fungio
da concentra¢do do principio ativo que
se difundiu no meio de cultura. Por
gutro lado,. nas placas testemunhas,
apresentaram um desenvolvimento nor-
mal das colonias, as quais cobriram
toda a placa apos 6 dias de incubagao.

Nos ensaios realizados in vivo, ven-
ficou-se que, nos frutos tratados com
antibiotico, P. palmivora ndo causou
lesGes, enquanto que, nos frutos tes-
temunhas, foram observadas lesoes
necroticas com aproximadamente 35mm
de raio (Figura 3), 72 horas ap6s a ino-
culagdo. Observou-se, ainda, que o
metabolito ndo foi fitotéxico a epider-

Figura 2 — Acdo do metab6lito de P. citrinum sobre coldnias de P. palmivora. Da esquerda
para a direita: Testemunha, placas com 10, 30, 50 ¢ 70 p | do antibidtico purificado nos anéis

centrais.
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me dos frutos. P citrinum possui acentuado efeito
Os resultados apresentados no pre- inibidor sobre P. palmivora no desen-
sente trabalho permitem concluir que volvimento micelial de lesdes in vitro

a substancia antibidtica produzida por e in yivo,

Figura 3 — Agdo do liquido metabolico de P. citrinum sobre P. palmivora in vivo. (A) Fruto
tratado com a substincia antibiotica purificada ¢ inoculado com micélio de P. palmivora. (B)
Testemunha.
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