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Resumo

Os microorganismos fingicos apresentam polissacarideos que constituem
uma importante percentagem de sua biomassa, chegando até cerca de 80%
deste tipo de biomolécula onde os principais polissacarideos fungicos sao
galactanas, mananas e glucanas. Estes polissacarideos sio componentes da
parede celular fingica responsdvel pela protecio do microorganismo, a qual
sofre acdo direta dos fungicidas que, apesar de terem eficiéncia comprovada
no combate de doencas de plantagdes, promovem a contaminacio do meio
ambiente, fazendo-se necessdrio a utilizacio de pesticidas naturais e menos
poluentes. O presente trabalho tem por objetivo realizar a caracterizagao
quimica de polissacarideos da parede celular de Fusarium subglutinans,
causador da fusariose nas plantagoes de abacaxi. O fungo foi isolado da gomose
dos frutos de abacaxi e crescidos em meio liquido MY para a producio de
biomassa. A biomassa obtida foi submetida a extra¢io com tampio fosfato pH
6,5 para extragdo das glicoproteinas da parede celular. As glicoproteinas foram
precipitadas com etanol (3 volumes), dialisadas em membrana de didlise de 12-
12Kda e liofilizada. Com este material foi realizada a dosagem de agticar total
(30%) e a dosagem de proteinas pelo método de Hartree (66%). A composigio
monossacaridica desta glicoproteina mostrou a presenga de rhamnose, manose
e galactose na proporgio (1:77:22). Por andlise do espectro de 13C-RMN pode-
se inferir que a cadeia principal deste polissacarideo é composta de unidades de
D-manose unidas por ligagoes a-(1°6) (d 100,5). Estudos mais aprofundados
serdo realizados para a determinagao estrutural deste polissacarideo.
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Abstract

Fungi microorganisms show polysaccharides that are an important percentage of their biomass, up to 80% of
this kind of biomolecule, where the main fungi polysaccharides are galactomannans, mannans and glucans.
These polysaccharides are components of the fungi cell wall responsible for the microorganism protection, which
suffers the direct action of fungicides which, besides having their efficiency in plantation diseases, promote the
environment contamination, making the use of natural and less poluent pesticides important. The aim of this
work is to perform the chemical characterization of polysaccharides in the cell wall of Fusarium subglutinans,
which causes fusariosis in pineapple plantations. The fungus was isolated from the gomosis in pineapple fruits
and grown in MY liquid broth for the production of the biomass. The obtained biomass was submitted to
extraction with pH 6,5 phosphate buffer in order to extract the cell wall glycoproteins. The glycoproteins
were precipitated with 3 volumes of ethanol, dialysed in a 12-14 KDa dialysis membrane and lyophilized.
With this material were performed total sugar dosage (30%) and protein using the Hartree method (50%).
The monosaccharide composition of this glycoprotein showed rhamnose, mannose and galactose (1:77:22).
The analysis of the 13C-RMN spectrum suggest that the main chain of this polysaccharides is composed by
D-mannose units a-(1°6) links (d 100,6). Further studies will be performed in order to have the structural
determination of this polysaccharide

Key words: Fusarium subglutinans, pineapple, cell wall polysaccharide.

Cadernos da Escola de Saude, Curitiba, 03: 1-13, 2010
ISSN 1984 - 7041



Diego Wagner dos Santos
Ricardo Wagner

Introducgao

O abacaxi (Ananas comosus L. Merril) é considerado uma das mais
importantes frutas tropicais, cuja comercializa¢io vem se expandindo nos
principais mercados nacionais e internacionais, sendo o segundo fruto tropical
mais comercializado, depois da banana. Dentre os produtores de abacaxi o Brasil
¢ considerado o maior produtor mundial com 61.790 hectares e uma produgio de
mais de dois milhoes de toneladas de frutos .

Naio obstante, existem doengas que causam perdas na produgio de abacaxi
tal como a fusariose, causada pelo fungo Fusarium subglutinans, que é a doenga mais
severa do plantio brasileiro, com perdas estimadas entre 30 a 100% nos frutos e até
20% nas mudas. A fusariose nao afeta apenas o fruto, mas também toda a planta
que é utilizada como material de plantio *39.

O agente etiolédgico £ subglutinans tem especificidades para o abacaxizeiro
e tanto pode ser disseminado pelo vento quanto pelo plantio de mudas infestadas
com o fungo, incitando lesdes nos tecidos afetados com exsudagio de uma substincia
gomosa no peddnculo ou no fruto. De acordo com Alves (20006) este fungo nao
produz esporos assexuais (clamiddsporos) que se forma com a modificagio de
uma célula das hifas ou de conidios de um fungo e apresenta baixa capacidade
competitiva, ndo sobrevivendo no solo por longos periodos. Mudas infectadas e
enterradas perdem a capacidade de servir como fonte de transmissao apds quatro a
seis semanas 9,

Tradicionalmente, a tecnologia de controle dessa doenga fundamenta-
se na aplicagdo preventiva de fungicidas, masa eliminagao de F subglutinans seria
otimizada se houvesse um método rdpido para detecgio da doenga e protegao do
plantio bem como a recuperagao das mudas infectadas. 7

Apesar da eficiéncia dos fungicidas no controle de doengas de plantas, estes
promovem a contaminagio do meio ambiente, fazendo com haja uma necessidade
de fungicidas que contenham substincias naturais que protejam o ambiente e
acabem com a propagacio da fusariose em plantagdes contaminadas ®.

Uma tecnologia emergente no setor de fungicidas capaz de reduzir doengas
p6s-colheita é o uso de indutores de resisténcia bidticos e abidticos ). As plantas
possuem mecanismos eficientes de resisténcia que podem ser acionados ou ativados
quando em contato com indutores '?. A utilizagio deste grupo de compostos é uma
estratégia promissora e ecologicamente correta, jd que a presenca deste na planta
estimula a produgdo de fitoalexinas, substincias envolvidas na defesa natural das
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plantas V.

Um conhecimento sobre a estrutura da parede celular destes organismos
pode ajudar na descoberta de novas maneiras de se controlar o crescimento e colaborar
para o desenvolvimento de novos antifingicos menos poluentes, principalmento ao
meio ambiente.

O presente trabalho visou a caracterizagao quimica da parede celular do
tungo Fusarium subglutinans através da extracao dos polissacarideos da biomassa
obtida e testes de andlise de homogeneidade, composi¢ao monossacaridica, dosagem
de proteinas, dosagem de agticares totais e anélise por ressonincia magnética nuclear

(RMN).

Metodologia

OBTENGCAO DO FUNGO E BIOMASSA

O fungo Fusarium subglutinans foi isolado de gomoses obtidas do fruto
do abacaxi. O fungo isolado foi identificado por microscopia éptica observando-se
as hifas e estruturas reprodutivas dos mesmos. Depois de isolado e identificado o
fungo foi inoculado em meio liquido MY (maltose e levedura) para a produgio de
biomassa. O crescimento foi realizado durante 5 dias a temperatura ambiente, com
agitagao ocasional uma vez ao dia.

EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS DA PAREDE CELULAR

Para a extragdo dos polissacarideos a biomassa do fungo dialisada
contra dgua corrente em membrana de didlise (cuz off 12-14 Kda) e em seguida
liofilizada. A extracdo foi feita com 600 mL de tampao fosfato 0,5M, pH 6,5 a
60°C durante 2 horas sob agitacio mecinica 2. A solucao foi centrifugada para a
retirada de debris, concentrada em evaporador rotatério para 250ml de volume e os
carboidratos precipitados com 3 volumes de etanol, de acordo com o Fluxograma
1. Os polissacarideos precipitados foram separados por centrifugacao e em seguida
dialisados e liofilizados, tendo um rendimento de 1,3g ( 65%)
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ANALISES DE HOMOGENEIDADE

Uma fra¢io da amostra (3mg) contendo os polissacarideos foi submetida
a andlise por HPSEC-MALLS para determinar sua homogeneidade. Esta fragao foi
solubilizada no solvente utilizado (nitrato de sédio + azida), filtrada logo em seguida
em membrana de 0,22 um.

DOSAGEM DE ACUCAR TOTAL E PROTEINA

A dosagem total de agticar total foi realizada pelo método do fenol-
dcido sulftrico, utilizando um padrio de glucose e efetuando-se a leitura em
espectrofotdmetro em 490 nm (", A dosagem de proteina total foi efetuada de
acordo com o método descrito por Hartree (1972), onde o padrao apresentava
concentragio de 100 mg/mL e a leitura foi realizada em 650 nm 4.

ANALISE DA COMPOSICAO MONOSSACARIDICA

Para se determinar a composi¢io monossacaridica realizou-se a hidrélise
total do polissacarideo. Uma fragao de 1 mg foi hidrolisada com 4dcido trifluoroacético
IM (TFA), durante 8h a 100°C . Apés a hidrélise removeu-se o TFA por
evaporagao até completa secura do material. Na sequéncia, dissolveu-se o material
hidrolisado em 500 mL de dgua. Os monossacarideos obtidos foram reduzidos pela
adi¢ao de borohidreto de sédio (NaBH4), permanecendo em temperatura ambiente
por 4h, verificando se o pH estava entre 9,0 — 10,0. A solugao foi neutralizada com
solu¢do aquosa de dcido acético 50%, tratada com resina catidnica e levada a secura
em evaporador rotatério. Removeu-se o dcido bérico formado na forma de borato
de trimetila pela lavagem do tubo e concomitante evaporagio com metanol (18 17),

Os derivados alditdis formados foram acetilados com 1 mL de anidrido
acético e 1 mL de piridina 2 100°C durante 1 hora em tubo de reagao com tampa
de rosca ). Interrompeu-se a reacio pela adi¢io de dgua ao meio reacional. Os
aldit6is acetatos formados foram extraidos com cloroférmio. A remogao do dcido
acético formado e a piridina ocorreu durante a lavagem da fase cloroférmica com
sulfato de cobre 5% repetidas vezes até nao se notar mais a presenga de dcido acético
e piridina. A fase orginica foi desidratada por filtragao com sulfato de sédio anidro
em seguida evaporada em temperatura ambiente para se proceder a analise por GC-

MS.
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ANALISE DE *C-RMN
A ressonancia magnética nuclear (RMN) de carbono 13 foi realizada
dissolvendo-se os polissacarideos em NaOH/6xido de deutério (D,0). A andlise foi

efetuada a 50°C utilizando um equipamento Brucker 400MHz.

FLUXOGRAMA 1: Processamento da biomassa do fungo Fusarium subglutinas.

Micélio
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Resultados e Discussao

A extragdo dos polissacarideos da parede celular da biomassa do fungo foi
realizada com tampao fosfato 0,5M e pH 6,5 e centrifugacio, seguida de tratamento
do sobrenadante com etanol, fez com que houvesse a formagao de um precipitado
contendo os polissacarideos, que apds passar por didlise em dgua corrente por 48h
foi posteriormente liofilizado.

Uma fracio da amostra foi analisada por HPSEC para determinar a
homogeneidade do material conforme figura 1. Podendo-se analisar que a amostra
pode ser considerada homoggénea.

Figura 1: Cromatograma de HPSEC da parede celular do fungo Fusarium
subglutinans.
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Embora existam virios estudos sobre a composicio da parede celular
de vérios fungos, o maior nimero de informagdes disponiveis na literatura estd
relacionado com a estrutura de parede do ascomiceto Saccharomyces cerevisiae, que é
composta por B-D-glucanas, quitinas e manoproteinas (8 19:20.21),

Através do método de fenol-dcido sulfiirico fez o doseamento do teor de
agucares totais presente na amostra, que apresentou um total de 30,4% de agticares.
Utilizando-se do método de Hartree (1972) para a dosagem de proteinas a amostra
apresentou teor de proteinas 66% na composi¢io da parede celular do fungo
Fusarium subglutinas.

Nos fungos, os polissacarideos constituem um percentual representativo
e importante da biomassa, onde a parede da hifa é formada por até 75% dessas
moléculas, principalmente em basidiomicetos. Além de atuarem como um suporte
para a hifa, essas macromoléculas também podem constituir um revestimento
extracelular ao redor do micélio 2.

Para se determinar a composigao monossacaridica do polissacarideo isolado
do fungo uma fragio da amostra foi hidrolisa com TFA 1M durante 8h a 100°C.
Os alditéis acetatos formados foram entao analisados por GC-MS, que revelou que
dos 30,4% de agticares totais da amostra 77% ¢é manose, 22% de galactose e 1% de
rhamnose.

Dentre os polissacarideos encontrados na parede celular fiingica as glucanas
sao os homopolissacarideos mais comuns. A maioria ¢ linear, com diferentes
disposi¢oes de suas ligagoes glicosidicas, pertencentes a série alfa () ou beta (B).
As B-glucanas sio a forma predominante, podendo estar livres ou associadas as
proteinas, lipideos e outros polissacarideos. A conformagio destas moléculas pode
variar desde simples até tripla hélice, que ¢ a forma mais comum, onde trés cadeias
de polimeros sio agregadas por ligagoes de hidrogénio nos oxigénios do C-2 ?).

Moléculas de manose podem também ser encontradas em galactomananas,
que sao heteropolissacarideos constituidos por uma cadeia principal de manose
ligada a unidades de galactose, presentes em espécies do género Aspergillus, como
A. fumigatus e A. wentii, ¢ Chaetosartorya chrysella, fungos estudados em relagao
a patogenicidade humana (24). Dependendo do grau de ramifica¢io, bem como
do tamanho da cadeia lateral, as galactomananas apresentam propriedades fisicas e
quimicas distintas, que permitem classifici-las como uma familia de macromoléculas.

Ahrazem et al. (2002) caracterizaram um polissacarideo extraido de
paredes celulares das espécies de Geotrichum spp. (forma anamérfica), Galactomyces
e Dipodascus (formas teleoméficas). Por andlise de metilagio e 13C-RMN
propuseram que a estrutura do polissacarideo era uma galactomanana com cadeia

Cadernos da Escola de Saude, Curitiba, 03: 1-13, 2010
ISSN 1984 - 7041



Diego Wagner dos Santos
Ricardo Wagner

principal constituida de unidades 0-D-Manp (1—6) e substituidas em 2 por [B-D-
Galp-(1—2)-a-D-Manp-1—]. Todas as espécies estudadas apresentaram o mesmo
polissacarideo e, portanto, concluiram tratar-se do mesmo género (25).

Para o polissacarideo isolado de Fusarium subglutinans a andlise do
espectro de 13C-RMN (figura 2) apresentou 2 picos principais na regiao de carbono
anomérico em O 100,5 correspondente ao C-1 de unidades de manose 6-O ligadas
e 0 95,4 que foi atribuido ao C-1 das unidades de a-manose redutoras. O sinal em
O 16,7 correspondente ao CH3-6 das unidades de rhamnose. Outros sinais com
baixa intensidade podem ser destacados como os carbonos anoméricos das unidades
de B-D-galactose em O 104,16 e das unidades de 0-L-rhamnose em & 102,1. Estes
sinais estdo de acordo com os dados encontrados por Gorin (1973) que utilizou
os espectros de ?C-RMN para caracterizar as diferentes espécies de Saccharomyces
através dos diferentes padroes de substitui¢do das mananas encontradas na parede
celular. J4 Barreto-Bergter et al. (2008) descreveram as rhamno-galactomananas
encontradas na parede celular do patégeno Scedosporium prolificans correlacionando
a estrutura da glicoproteina isolada com a glicoproteina isolada de Pseudolescheria
boydii (fungo patégeno e oportunista em humanos).

Figura 2: Espectro de "C-RMN da glicoproteina isolada da parede celular do fungo

Fusarium subglutinans.
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Conclusao

A plantagio de abacaxi é uma economia em expansao no Brasil, mas
esta sofre de uma doen¢a denominada fusariose causada pelo fungo Fusarium
subglutinans. A glicoproteina extraida da parede celular deste fungo ¢ composta por
mais de 50% proteinas e por 30% agtcares. A composi¢ao monossacaridica mostra
a presenca de manose como constituinte principal, com a presenca galactose e
rhamnose em menores proporgoes. Pela andlise do espectro de 13C-RMN sugere-se
a presenga de uma manana a-(1°6) ligada, com substitui¢oes de unidades de manose
2-O substituidas e unidades de galactose. A elucidagio total do polissacarideo
isolado podera ser de grande importancia para o desenvolvimento de um fungicida
menos téxico e mais eficaz nos tratamento da fusariose nas plantagoes de abacaxi e
recuperagio de mudas e plantios afetados.
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