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1. INTRODUCAO

O género Colletotrichum é considerado um dos mais importantes grupos de fungos fitopatogénicos do
mundo (DEAN et al., 2012). Esses fungos estdo distribuidos principalmente em regides tropicais e subtropicais
e afetam especialmente a producéo de frutas (CANNON et al., 2012; CAl et al.; 2009; PERES et al., 2002).

Tradicionalmente, a identificacdo de espécies do género Colletotrichum tem se baseado em suas
caracteristicas morfologicas (PERES et al., 2002). Contudo, Cannon e colaboradores (2000) descrevem a
morfologia deste género como sendo dificil de definir. Para Tozze Junior e colaboradores (2015), a alta
variabilidade cultural e presenca de caracteristicas comuns a mais de uma espécie ou complexo de espécies
como cita Menezes (2006), impossibilita a identificacdo de determinadas espécie dentro do género inclusive
utilizando analise molecular.

Em funcéo das dificuldades encontradas na identificacéo de fungos classificados como complexos,
muitos pesquisadores vém utilizando metodologias alternativas. Dentre as metodologias que vém sendo
desenvolvidas, destaca-se o emprego do perfil de compostos organicos como marcador quimico.

Na perspectiva de propor marcadores quimicos para os fungos do género Colletotrichum este trabalho
faz uso de uma abordagem chamada planejamento experimental com o objetivo de maximizar a produgéo dos
compostos organicos a partir de fungos do referido género.

O planejamento experimental € uma metodologia de anélise de dados experimentais fundamentada em
analise estatistica que pode ser utilizada para otimizar produtos e processos por meio da maximizacdo da
eficiéncia. A partir desta metodologia, utilizando anélise multivariada, € possivel ndo so identificar as variaveis
que influenciam positivamente ou negativamente as respostas desejadas, mas também a influéncia exercida
pela interagdo entre elas, permitindo a otimizacdo do sistema ou processo sob analise (RODRIGUES e
LEMMA, 2015; BARROS NETO et al, 2010).

Apesar da importancia da prospeccdo de compostos organicos como ferramenta quimiotaxonémica,
do grande numero de espécies de Colletotrichum relatadas e das dificuldades encontradas no processo de
identificacdo de fungos caracterizados como complexo, ndo ha registro na literatura referente ao uso desta
metodologia voltada a identificacdo de espécies do referido género, o que ressalta o ineditismo do presente
trabalho.

2. MATERIAS E METODOS

Reativacéo dos fungos
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Os 10 isolados de colletotrichum preservados na micoteca do Laboratorio de Fitopatologia do Instituto
Federal de Castanhal/PA, foram reativados em placas de Petri por meio de indculo em meio de cultura batata
dextrose agar (BDA).

Otimizacéo das condigdes de HS-SPME para extragdo dos COVs.

Para a otimizacdo das condigdes de extracdo dos compostos organicos volateis (COVs) dos isolados
de Colletotrichum realizou-se um planejamento experimental 2*, ou seja, com quatro variaveis (tipos de fibra,
tempo de extracdo, temperatura e meio de cultura), em dois niveis: fibra (PDMS-Polidimetilsiloxano e
PDMS/DVB-Polidimetilsiloxano/divinilbenzeno), 15 e 30 min, 30° e 50°C, BDA e fibra de agai. Apds sete
dias de cultivo, um disco de 6 mm de didmetro do micélio de um dos isolados fungicos (C7) foi transferido
para vials de vidro, especificos para anélises via Cromatografia Gasosa (CG), de 20 mL, contendo 5 mL de
meio BDA, e imediatamente selados com septos de silicone. Depois de serem lacrados com tampas rosqueadas,
os frascos foram incubados por 7 dias a 25 °C em condigdes estaticas em incubadora do tipo BOD. O mesmo
procedimento foi desenvolvido substituindo o meio de cultura BDA por fibra de acai (Figura 1).

Para a extracao dos volateis as fibras de PDMS e PDMS/DVB foram inseridas nos vails a uma distancia
de aproximadamente 1 cm acima da massa micelial. Para caracterizagdo dos compostos organicos produzidos,
as fibras foram removidas e inseridas no Cromatdgrafo Gasoso acoplado ao Espectrdmetro de Massas
(CG/EM) a 250°C por 5 minutos, nesta etapa ocorre a dessorcdo dos compostos volateis. A separacdo dos
COVs foi realizada com as seguintes condigdes cromatogréficos: coluna DB-5, gas de arraste hélio com fluxo
1,0 mL. min™t com a seguinte programagio de temperatura: 30°C por cinco min., e em seguida de 30 °C a
190°C, sendo 5°C. min™. Esta operacdo foi realizada por um sistema automatizado. Realizou-se inicialmente
16 experimentos, todos em duplicata, além de 16 brancos, um para cada combinacgdo. A partir da analise dos
dados adquiridos dois outros planejamentos foram realizados, planejamento com ponto central e planejamento
composto central também chamado planejamento estrela. Os dois Ultimos planejamentos foram realizados a
partir de anélises de efeitos, residuos e analise de variancia das respostas que iam sendo obtidas a cada
planejamento realizado.

As andlises do perfil de compostos organicos volateis foram desenvolvidas no CG/EM, Shimadzu,
modelo QP-2010.

» Otimizagao das condicOes para extracdo dos compostos fixos.

Para a otimizacdo das condi¢bes de producdo dos compostos organicos fixos produzidos por
Colletotrichum foi desenvolvido um planejamento experimental 2%, ou seja, com quatro variaveis (pH, tempo
de cultivo, cultivo estético ou dindmico, tipo de solventes utilizado para extracdo), em dois niveis: pH (4 e
7,5), 7 e 14 dias, Estatico e Dinamico, Acetato de Etila e Diclorometano. Foram, portanto desenvolvido 32
experimentos, sendo 16 referente aos controles. Para a produgdo de compostos fixos, o isolado fungico (C7)
foi cultivado em meio liquido (BD), filtrado e submetido ao processo de particdo liquido-liquido, por 3 vezes,
utilizou-se 100 mL de solvente em cada etapa. Em seguida, a fase orgéanica foi submetida a evaporagédo sob
pressdo reduzida para obtengdo da biomassa fungica. As amostras foram pesadas, solubilizadas, filtradas e
transferidas para vials na concentracio de 1mg. L™ A partir das solucdes de cada extrato obtido foram
utilizados para analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para verificacdo do perfil dos
compostos produzidos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 10 isolados fungicos foram adequadamente reativados. A partir do isolado de Colletotrichum C7,
foi desenvolvido um planejamento fatorial 2* para otimizar as condices de produgéo dos compostos organicos
volateis e fixos. No estudo com compostos volateis, os primeiros 16 experimentos realizados apresentaram
falta de reprodutibilidade expressada tanto na analise de efeitos das variaveis, bem como na analise dos
residuos, conduzindo o estudo a realizagdo de novos experimentos a partir de novos planejamentos,
experimentos incluindo ponto central e experimentos referente ao planejamento estrela. O tratamento dos
dados adquiridos a partir do conjunto de experimentos realizados levou as seguintes condi¢des 6timas: tempo
de extracdo de 30 minutos, fibra de adsorcdo PDMS/DVB e meio de cultura BDA. No conjunto de analises
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foi possivel concluir que a temperatura € uma variavel ndo significativa para a producao de respostas, levando
a utilizacdo aquela de menor energia, ou seja, 30 °C.

O conjunto de experimentos levou a construcdo de um modelo que é capaz de representar
adequadamente o estudo em desenvolvimento, conclus@es obtidas a partir do estudo analise de variancia, a
partir desta observa-se que o modelo ndo possui falta de ajuste, margem de erro pequena e variabilidade
explicada elevada. As figuras a seguir (Figuras 1, 2 e 3) mostram os resultados referentes aos efeitos das
variaveis em estudo e residuo do modelo.

Figura 1: Anélise dos efeitos das variaveis fibra de adsor¢do, meio de cultura e a interagdo entre elas.
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Figura 2: Comportamento das respostas nos diferentes niveis das variaveis significativas.
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Figura 3: Anélise de residuo do modelo.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo de otimizagdo da produgdo de compostos organicos fixos foi desenvolvido até a etapa de
obtencdo dos extratos da fase acetato de etila. A anélise via CLAE foi realizada e os dados adquiridos estdo
sendo tratados de acordo com a metodologia aplicada ao estudo dos volateis.

A partir da otimizacdo realizada os demais isolados serdo explorados para a proposi¢gdo de um
marcador guimico.
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