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RESUMO

A espécie Passiflora incarnata, conhecida popularmente por maracujazeiro, destaca-se na industria
farmacologica mundial auxiliando no tratamento da ansiedade, distirbios do sono e transtornos
nervosos. O setor de fitoterapicos constitui uma significativa parcela do mercado do agronegocio;
a utilizagdo de plantas medicinais encontra-se em destaque no mercado farmacéutico nacional e
internacional. Este cenario explica e justifica a importancia de pesquisas que envolvam o mercado
econdomico, as formas de cultivo e a sua obtencdo desses farmacos. Os fungos endofiticos
geralmente habitam o interior dos tecidos vegetais, de onde conseguem desempenhar funcdes
relevantes para a planta aumentando, por exemplo, a sobrevivéncia das mudas, ao propiciar
resisténcia a varios patdgenos e a condi¢des abidticas adversas. Os fitopatogenos Colletotrichum
gloeosporioides, Fusarium oxysporum, F. solani e Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae
utilizados nesse trabalho, foram selecionados porque atacam os cultivos de P. incarnata
prejudicando a produtividade dos cultivos e, consequentemente, a producao final do medicamento.
A conscientizagdo sobre os impactos causados pelo uso de defensivos agricolas despertou o
interesse por alternativas como a aplicagdo de defensivos bioldgicos, que apresentam resultados
satisfatorios com producdo segura e sustentdvel. A area tem recebido atencdo e investimento,
atendendo ao segundo Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), pois gera estratégias que
podem minimizar o uso de agentes toxicos. Dessa forma, os objetivos deste trabalho foram
purificar, preservar e revelar a atividade antagonista dos fungos endofiticos isolados da folha de P.
incarnata frente aos fitopatogenos citados, e confirmar a patogenicidade dos mesmos. Dentre os
50 fungos triados, 44 apresentaram tempo de crescimento adequado (7 dias) para a realizagdo dos
testes de antagonismo. Os ensaios revelaram 5 endofiticos promissores na inibigdo dos
fitopatogenos testados. O fungo filamentoso 7. longibrachiatum (LMA 1684) inibiu o crescimento
de F. solani, C. gloesporioides, F. oxysporum e X. axonopodis pv. passiflorae 51%, 76%, 55% e
88%, respectivamente. Enquanto, os fungos endofiticos FNEC 1 (LMA 1731), FNEC 2 (LMA
1608) ¢ Chaetomium complexo globosum (LMA 1793) inibiram o crescimento da bactéria
fitopatogénica X. axonopodis em um percentual de 95%, 74% e 66%, respectivamente. O fungo
Fusarium sp. (LMA 1722) inibiu o crescimento de C. gloesporioides, F. oxysporum e X.
axonopodis pv. passiflorae 60%, 61% e 59%, respectivamente. O teste de patogenicidade
evidenciou a viruléncia expressa pelos fitopatdgenos que causam as doengas nos hospedeiros

vegetais e os sintomas se assemelham aos citados na literatura. Este trabalho representa um ponto



inicial para o desenvolvimento de um produto de controle biologico. Desse modo, os 5 endofiticos
promissores no teste de antagonismo constituem uma importante contribui¢do desse estudo para

futuros estudos de interesse para a bioeconomia do agronegocio.

Palavras-chaves: Fungos endofiticos. Controle bioldgico. Fitopatogenos. Agricultura sustentavel.



ABSTRACT

The species Passiflora incarnata, popularly known as passion fruit, stands out in the world
pharmacological industry helping in the treatment of anxiety, sleep disorders and nervous
disorders. The herbal medicine sector constitutes a significant portion of the agribusiness market;
the use of medicinal plants is highlighted in the national and international pharmaceutical market.
This scenario explains and justifies the importance of research involving the economic market, the
forms of cultivation and obtaining these drugs. Endophytic fungi generally inhabit the interior of
plant tissues, from where they can perform relevant functions for the plant, increasing, for example,
the survival of seedlings, by providing resistance to various pathogens and adverse abiotic
conditions. The phytopathogens Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum, F. solani
and Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae used in this work, were selected because they attack
P. incarnata crops, harming the productivity of the crops and, consequently, the final production
of the medicine. The awareness of the impacts caused by the use of agricultural defensives has
awakened interest in alternatives such as the application of biological defensives, which present
satisfactory results with safe and sustainable production. The area has received attention and
investment, meeting the second sustainable development goals (SDQG), as it generates strategies
that can minimize the use of toxic agents. Thus, the objectives of this work were to purify, preserve
and reveal the antagonistic activity of the endophytic fungi isolated from the leaf of P. incarnata
against the aforementioned phytopathogens, and to confirm their pathogenicity. Among the 50
fungi screened, 44 showed adequate growth time (7 days) to perform the antagonism tests. The
assays revealed 5 promising endophytes in the inhibition of the phytopathogens tested. The
filamentous fungus 7. longibrachiatum (LMA 1684) inhibited the growth of F. solani, C.
gloesporioides, F. oxysporum and X. axonopodis pv. passiflorae 51%, 76%, 55% and 88%,
respectively. While, the endophytic fungi FNEC 1 (LMA 1731), FNEC 2 (LMA 1608) and
Chaetomium complex globosum (LMA 1793) inhibited the growth of phytopathogenic bacteria X.
axonopodis in a percentage of 95%, 74% and 66%, respectively. The fungus Fusarium sp. (LMA
1722) inhibited the growth of C. gloesporioides, F. oxysporum and X. axonopodis pv. passiflorae
60%, 61% and 59%, respectively. The pathogenicity test showed the virulence expressed by the
phytopathogens that cause diseases in plant hosts and the symptoms are similar to those mentioned

in the literature. This work represents a starting point for the development of a biological control



product. Thus, the 5 promising endophytes in the antagonism test constitute an important

contribution of this study for future studies of interest to the bioeconomy of agribusiness.

Keywords: Endophytic fungi. Biological control. Phytopathogens. Sustainable Agriculture.
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1 INTRODUCAO

A espécie Passiflora incarnata, conhecida popularmente por maracujazeiro, ¢ uma planta
nativa da América do Norte, regido sudeste dos Estados Unidos, e cultivada em outras regides de
clima temperado, quente e tropical, como na América do Sul. A espécie destaca-se na industria
farmacoldgica mundial devido as suas propriedades sedativa, anti-inflamatoéria, antimicrobiana,
antioxidante, cicatrizante e terap€utica, auxiliando no tratamento da ansiedade, disturbios do sono
e transtornos nervosos, entre outros (CENTROFLORA, 2018).

Em 2008, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) langou o Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, com o principal objetivo de inserir e regulamentar
os fitomedicamentos no Sistema Unico de Saude (SUS), e cumprir as diretrizes da Politica
Nacional, assegurando o uso desses fitoterapicos com maiores evidéncias de eficacia, seguranga e
qualidade (BRASIL, 2010). Observou-se um crescimento representativo no nimero de programas
de fitoterapia no SUS, o que abre espaco para mais projetos de pesquisa na area. Em 2016 o
Ministério da Saude aplicou R$ 3,4 milhdes na compra de insumos, materiais, contratagdo de mao
de obra e capacitagdo de profissionais, € na compra de equipamentos para a distribui¢do dos
fitoterapicos no SUS, o que mostra uma iniciativa em ampliar o acesso a medicina fitoterapica por
parte do governo federal (BRASIL, 2016).

A ANVISA (2019), alertou que o uso de agroquimicos em plantas medicinais pode levar a
riscos para saude do usuario de medicamentos fitoterapicos e influenciar no tratamento, por causar
alteracdes no perfil dos constituintes secundarios dos fitoterapicos. A ocorréncia de residuos de
agroquimicos em plantas medicinais e consequentemente em fitoterdpicos promove preocupacao
nas agéncias reguladoras como a ANVISA. Relata-se que, a presenca dessas substancias pode
ocasionar neurotoxicidade, hepatotoxicidade e carcinogénese.

O conceito de agricultura sustentavel implica no manejo adequado dos recursos naturais,
evitando a degradagdo do ambiente de forma a permitir a satisfagdo das necessidades humanas das
geragdes atuais e futuras. A busca por produtos naturais estd presente como uma alternativa viavel
ao combate de doengas e patogenos, permitindo a elaboragdo de estratégias que possibilitem a
degradacao desses compostos por organismos na natureza (MEDEIROS et al. 2018).

Os fungos endofiticos produzem compostos de interesse biotecnologico, tendo potencial

para contribuir no ambito do desenvolvimento sustentavel. Esses compostos desempenham fungdes
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para o hospedeiro vegetal, contribuem para a protecdo das plantas e diminuem a utilizacdo de
agroquimicos através da utilizagcdo dos compostos bioativos e metabolitos secundérios, que podem
ser utilizados em estratégias de biocontrole (RAO, 2020).

Neste contexto, o Laboratorio de Microbiologia Ambiental/ LMA-Taxon, do Centro de
Estudos Ambientais (CEA) da UNESP Rio Claro conta com linhagens fingicas isoladas das folhas
de Passiflora incarnata por Silva (2017), e preservadas pelo método de Castellani (CASTELLANI,
1939). Os fitopatogenos Colletotrichum gloeosporioides (LMA 1803), Fusarium oxysporum
(LMA 1805), Fusarium solani (LMA 1800) foram isolados do maracuja amarelo (Passiflora
edulis) e cedidos pelo Instituto Biologico de Sao Paulo e a bactéria Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae (LMA 2128) foi cedida pelo Laboratorio de Microbiologia da UNESP Rio Claro. Estes
microrganismos, representam recursos genéticos significativos para bioprospecgdo e aplicacio
biotecnoldgica.

Nesse contexto, foram avaliadas 50 linhagens buscando potenciais antagonistas contra os
fitopatogenos citados anteriormente. Esses patdgenos geram inimeros prejuizos no setor agricola
e a busca pelo manejo sustentavel dos mesmos € urgente. Portanto, nesse trabalho foram exploradas
as potencialidades dos fungos endofiticos no controle bioldgico contra os fitopatogenos

mencionados.

2 OBJETIVOS

e Reativar, purificar e caracterizar 50 isolados de P. incarnata;

e Preservar os isolados purificados pelo método de Castellani;

e Avaliar a patogenicidade dos fitopatogenos Colletotrichum gloeosporioides (LMA 1803),
Fusarium oxysporum (LMA 1805), Fusarium solani (LMA 1800) e Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae (LMA 2128);

e Avaliar o potencial de antagonismo dessas 50 linhagens fungicas frente aos fitopatdgenos

mencionados nesse estudo;

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 AGRONEGOCIO E CULTIVO DE MARACUIJA (Passiflora incarnata)

No Brasil o agronegocio ocupa um papel essencial na economia, geracdo de empregos ¢

renda. A produg¢do de commodities coloca o pais em destaque no comércio internacional,
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proporcionando investimentos do governo, que busca incentivar a expansao de novas tecnologias
para o mercado. Em 2019 com a pandemia causada pela Covid-19, o agronegdcio continuou em
crescimento significativo e o setor alcangou diversos recordes no ano de 2020 (MACHADO, 2021).

O crescente desenvolvimento traz preocupagdes de ordem ambiental em fung¢do dos
impactos provocados por esse setor; podemos destacar o consumo excessivo de dgua, a aplicagao
de agroquimicos e fertilizantes sintéticos. Os impactos ambientais, com destaque aos provenientes
da utiliza¢do de agroquimicos, causam contaminagao do solo, do ar e das 4guas, prejudicando direta
e indiretamente a flora, a fauna e causando intoxicagao em humanos (GOMES, 2019).

O uso intensivo dos agroquimicos acumulam gradativamente no solo e na biota, com a
possibilidade de contaminar aguas superficiais e subterraneas (GOMES, 2019). Os efeitos
provocados pelo cultivo convencional e a utilizacdo indiscriminada dos agroquimicos podem ser
irremedidveis a longo prazo, sendo essencial a busca por tecnologias sustentaveis e métodos que
envolvam a utilizacdo de insumos agricolas alternativos no controle de pragas (MIGUEL, 2021).

O setor de fitoterapicos constitui um importante parcela do mercado do agronegocio; a
utilizacdo de plantas medicinais esta em destaque no mercado farmacéutico nacional e
internacional, desse modo, se tornou essencial a realizagdo de pesquisas que envolvam o mercado
econOmico, as formas de cultivo e a sua utilizagdo (SILVA, 2020).

O uso de plantas com fins medicinais ¢ difundido entre populagdes ancestrais em todas as
regides do Brasil (MIRANDA; UHLMANN, 2021). O desenvolvimento e producdo de
fitoterapicos cresce gradativamente em detrimento das propriedades benéficas no tratamento de
doengas. Dessarte, sistematizar esse conhecimento popular em prol de politicas de saude publica
certificando suas propriedades, ¢ desejavel.

Em 2016, o Ministério da Satde estimou que, em dois anos, houve um aumento de 160%
na procura de fitoterapicos, de maneira que a oficialidade e fiscalizagao da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e a insercdo no receituario do Sistema Unico de Satide (SUS) foi
recebida de forma positiva pela populagdo (OLIVEIRA, 2018).

Na perspectiva do setor privado da industria farmacéutica, os fitoterapicos também ocupam
um espaco significativo e apresentam lucratividade. A empresa Natulab, que se dedica a produgdo
de medicamentos fitoterapicos, suplementos alimentares ¢ medicamentos isentos de prescrigao,
anunciou investimento nesse setor de 57 milhdes de reais em 2020. Deste modo, o investimento

gerou frutos como o crescimento da companhia, aumento de sua produgao ¢ o desenvolvimento de
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medicamentos como o “Seakalm”, produzido com compostos ativos da Passiflora incarnata
(SENA, 2021).

Durante a pandemia da COVID-19, o setor de vitaminas e calmantes naturais se destacou
principalmente nos 12 meses apds seu inicio, quando a demanda por calmantes naturais cresceu
51% de acordo com a empresa (SENA, 2021). Pesquisas recentes constataram que a populacao
brasileira, forcada a mudar seu estilo de vida em fun¢ao da COVID-19, procurou alternativas para
tratar os transtornos de ansiedade, insonia e estresse que se intensificaram nessa fase. As plantas
mais procuradas para tratamento de tais sintomas tem sido Passiflora e Valeriana, conhecidas
como “calmantes naturais”. Ambas possuem, eficiéncia comprovada em pesquisas, € encontram-
se regularizadas pela ANVISA, para comercializagdo e consumo seguro (PESSOLATO et al,
2021).

A Passiflora incarnata, originaria da América do Norte e nativa do sudeste dos Estados
Unidos ¢ conhecida como maracuja-vermelho ou flor-da-paixdo. O género Passiflora abrange em
torno de 400 a 530 espécies vegetais, inseridas nas caracteristicas de plantas trepadeiras herbaceas,
lenhosas e perenes (BRASIL, 2015).

O maracuja-vermelho tem significativa importancia no mercado mundial, devido as suas
variadas formas de utilizagdo. Pode ainda ser utilizada de forma individual ou em combinagdes, o
mercado global de seus compostos ativos e extratos foi estimado em 2,55 bilhdes de ddlares em
2018. Seus efeitos bioativos no sistema nervoso e suas propriedades relaxantes promovem diversas
utilidades nos setores de alimentos, bebidas e farmacos (SPECIALTY, 2019). Além disso, o cultivo
das espécies da P. incarnata proporciona empregos no campo € na industria, e gera renda aos
pequenos produtores advindos da agricultura familiar (VELTRI, 2017).

Muitas espécies do género Passiflora apresentam agdo sedativa e tranquilizante devido a
presenca de flavonoides, metabdlitos secundérios de grande aplicacdo para a produgdo de
fitoterapicos (RAFAELLI et al., 1997; TONIN, 2010; MIRODDI et al., 2013). Sendo assim, as
plantas sdo fontes importantes de compostos bioativos naturais ¢ geram grande nimero de

farmacos.

3.2 FITOPATOGENOS E FUNGOS ENDOFITICOS

Houve um aumento na ocorréncia de pragas e doengas de modo proporcional ao

crescimento do comércio global e as mudangas climaticas, que criam condi¢des favoraveis para a
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disseminacdo de pragas e doengas de plantas (FAO, 2017). Dessa maneira, os fitopatdgenos por
diversas vezes prejudicam o desenvolvimento e comercializagdo das plantas. Sendo assim,
essencial protege-las para alcangar e manter a seguranca alimentar e a fonte de renda para os
diversos trabalhadores do setor agricola.

Os fitopatogenos utilizados nesse trabalho foram selecionados porque atacam os cultivos
de P. incarnata, prejudicando a producdo final do medicamento. O fungo Colletotrichum
gloeosporioides, por exemplo, encontra-se em quase todas as areas produtoras de maracuja.
Entretanto sabe-se que tem uma ampla gama de hospedeiros, tais como a mangueira (Mangifera
indica L.), o abacateiro (Persea americana Mill.), o mamoeiro (Carica papaya L.), o cajueiro
(Anacardium occidentale L.), Spondias spp., Citrus spp., dentre outras. A espécie fungica
Fusarium oxysporum, coloniza o maracuja amarelo, o maracuja-roxo (Passiflora edulis Sims),
Passiflora ligularis Juss., curuba ou maracuja-banana (Passiflora mollissima Bailey) e maracuja-
de-cheiro (Passiflora foetida 1.). O fungo Fusarium solani ¢ fitopatégeno de toda a familia
Passifloraceae, assim como o feijoeiro (Phaseolus vugaris L.), o tomateiro (Lycopersicon
esculentum L.), o aspargo (Asparagus officinalis L.), as cucurbitdceas e a mandioca (Manihot
esculenta Crantz) (VIANA et al., 2003).

O quadro 1 apresenta as doencas causadas por esses fitopatdgenos ¢ os respectivos

sintomas.
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Quadro 1 - Doencas causadas por fitopatdgenos de cultivares de maracuja, seus respectivos sintomas e

macromorfologia.

Fitopatogeno

Doenca

Sintomas

Macromorfologia

Fusarium oxysporum

Murcha ou fusariose

Murcha da parte aérea. Impossibilitada de
receber dgua e nutrientes, tende a faléncia de
todos os érgdos, seguida de morte.

Fusarium solani

Podridiio-fusariana

Infecciona a raiz prineipal ¢ evolui para o
colo, ou o inverso. Esfacela o tecido no local
da casca, destréi os vasos e causa murcha,
amarelecimento ¢ seca da folhagem.

Colletatrichum
gloeosporioides

Antracnose

Afetatodos os 6rgios da parte aérea da planta,
necrosa o centro da lesiio, acarreta queda das
folhas, podendo levar a seca parcial da planta.
Quando atinge o fruto a agéio do patégeno
fermenta ¢ apodrece a polpa, inviabilizando a
comercializagio do mesmo.

(
"

248

Xanthomanas axonapodis
pv. passiflorae

Mancha-bacteriana

Induza pequenas leses e necrose. Ocotre
seca das folhas ¢, posteriormente, a desfolha.
A bactéria pode atingir os feixes vasculares ¢

se propagar por todos os tecidos da planta,
provocando a seca e até amorte. O patégeno

pode penetrar a polpa, contaminando as
sementes ¢ promovendo a sua fermentagéo

Fonte: (VIANA et al.,, 2003; PERUCH; SCHROEDER, 2018) adaptado pela autora.

As plantas fornecem uma grande variedade de nichos para o crescimento e proliferagao de

diversos microrganismos colonizadores como os fungos e bactérias, que podem competir pelos

recursos disponiveis ou formar comunidades coexistentes estaveis por meio da cooperacao mutua.

Os microrganismos simbiontes atuam de maneira distinta em espécies vegetais, ora atuando como

patoégenos e neutralistas, ora associativos intermediados por moléculas sinalizadoras (SCHULZ;

BOYLE; SIEBER, 2006).

O microbioma endofitico pode atuar na protegdo do hospedeiro vegetal mediante

caracteristicas genéticas ¢ bioquimicas que propiciam a produgdo de enzimas ¢ metabolitos

secundarios (LIU ef al.,2020). Os fungos endofiticos geralmente habitam o interior dos tecidos

vegetais; dessa relagdo podem desempenhar fungdes relevantes para o vegetal, estimulando fatores
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de crescimento e a redu¢do dos sintomas de doengas. Também aumentam a sobrevivéncia das
mudas, fornecendo resisténcia a varios patogenos e condigdes abioticas adversas (RAO, 2020).

Estudos sugerem a transferéncia horizontal de genes entre reinos e entre organismos
filogeneticamente distintos, expostos as forgas seletivas compartilhadas do ambiente vegetal. Os
microrganismos endofiticos podem modificar as respostas do hospedeiro vegetal ao estresse
ambiental em pelo menos trés vias: alterando a aptiddo de gendtipos de plantas individuais, a
expressao de caracteristicas de plantas relacionadas a aptidao e a for¢a ou direcdo de mudancas
naturais (TRIVEDI et al., 2020).

A interacdo dos endofiticos no ecossistema tem desempenhado um papel importante para
aplicagdes agricolas, farmacéuticas e alimenticias, como fontes promissoras para o
desenvolvimento economico (ZHAO et al, 2010; SUDHA et al., 2016). Desse modo, sdo estudados
para serem utilizados na introdu¢do de caracteristicas benéficas na planta, que gera, uma gama de

possibilidades de interesse biotecnoldgico e de bioprospecgao.

3.3 CONTROLE BIOLOGICO

Smith (1919) cunhou o termo “controle bioldgico” definindo como a “supressdo de
populacdes de insetos pela acdo de seus inimigos naturais ou introduzidos”, através do seu estudo
utilizando fungos entomopatogénicos no controle de insetos predadores. Atualmente o termo
abrange vdrias vertentes que envolvem a bioprospeccdo, conservagdo e valoracdo dos agentes
antagonistas. Por meio de andlises no campo da biotecnologia e estratégias que envolvem a sele¢ao
dos organismos vivos, de acordo com as suas caracteristicas ecoldgicas, ¢ possivel revelar
organismos que podem contribuir com a prote¢do dos cultivos e o desenvolvimento vegetal.

A acdo de organismos vivos no controle de pragas como insetos, fungos, bactérias,
nematoides, entre outros, ¢ conhecida e aplicada ha milhares de anos. Ademais, as pesquisas € a
busca por esses organismos t€m se intensificado recentemente. No Brasil, a Se¢do de Controle
Biologico de Pragas (SCBP) do instituto biologico foi criada em 1970, pelo Decreto-lei n° 52.478,
porém, ja se falava sobre controle biologico desde 1924 no pais (GONCALVES, 1996). Em
qualquer ecossistema o controle bioldgico ocorre de forma natural, sem a manipula¢do e controle
humano. Porém, a introdugdo de microrganismos biocontroladores pode facilitar o controle de
doengas e potencializar o crescimento ¢ o desenvolvimento vegetal de forma sustentavel

(ECKSTEIN, et al. 2020).
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A agricultura convencional que utiliza agroquimicos para o controle de pragas e doencas,
favorece a resisténcia dos fitopatdgenos, além de outros inimeros problemas de ordem ambiental
e de toxicidade em humanos. No cultivo de plantas medicinais, os desafios enfrentados sdo ainda
maiores. Recomenda-se que os insumos utilizados no cultivo dessas plantas nao causem
interferéncia nas propriedades terapéuticas dos fitoterapicos, sendo assim, a agricultura organica
constitui uma alternativa viavel de plantio (ANVISA, 2019).

A é4rea tem recebido atencdo e investimento, atendendo ao segundo Objetivo de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS), pois gera estratégias que podem minimizar o uso de agentes
toxicos tornando a agricultura sustentavel. O cenario dos defensivos agricolas estd se adaptando
para alternativas como os defensivos biologicos, os chamados “biopesticidas”, “biofertilizantes”.
No geral os bioinsumos, apresentam resultados satisfatorios em relagdo a agricultura com produgao
segura e sustentavel (BETTIOL, 2003). De acordo com os dados do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), em 2019 a produgdo de produtos bioldgicos para o controle
de pragas e doengas agricolas movimentou R$464,5 milhdes, com crescimento de 70% em relacdo
a 2017 que movimentou R$ 262,4 milhdes (BRASIL, 2019).

No contexto da reducdo da utilizacdo de agroquimicos, estdo sendo desenvolvidos vérios
métodos e estratégias de biocontrole para o manejo das doencas de plantas. Dessa forma, os fungos
antagonistas desempenham fungdes significativas no controle dos fitopatogenos e sdo utilizados
como agentes de biocontrole mundialmente. Os géneros, Alternaria, Aspergillus, Candida,
Fusarium, Penicillium, Pichia, Pythium, Talaromyces, Verticillium e Trichoderma sao
reconhecidos por compreenderem espécies antagdnicas (THAMBUGALA et al., 2020).

O controle de fitopatdgenos, a promog¢ao de crescimento vegetal e a sintese de vitaminas e
aminoacidos no interior da planta hospedeira, corroboram para aumentar a produtividade das
plantas medicinais e de outras culturas de interesse estratégico mundial. Para tal hd grande
incentivo do mercado em revelar novos microrganismos endofiticos para potencializar a produ¢ao

(RAO et al., 2017).

4 MATERIAIS E METODOS

Os fungos endofiticos deste trabalho foram isolados das folhas de P. incarnata coletadas
no campo experimental da Cole¢do de Plantas Medicinais e Aromaticas - CPMA, localizado no

Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas ¢ Agricolas da Universidade Estadual



17

de Campinas - CPQBA/Unicamp, em Paulinia-SP e em &reas de cultivo pertencentes ao Grupo
Centroflora S/A, em Botucatu — SP, por SILVA (2017). Posteriormente, o acervo de trabalho foi
depositado no Laboratério de Microbiologia — LMA/Taxon Ambiental (UNESP - Rio Claro), e
preservados pelo método de Castellani (CASTELLANI, 1939).

4.1 REATIVACAO

Foi realizada a triagem de cinquenta (50) fungos para compor o acervo de trabalho, em
concordancia com as identifica¢des preliminares, e dados citados no trabalho realizado por Silva
(2017). Portanto, para a triagem dos fungos, foram priorizados os endofiticos que obtiveram
resultados promissores em estudos anteriores na producdo de biomoléculas, pigmentacdo e
exsudatos.

As linhagens foram reativadas utilizando placas de Petri (90x15 mm) contendo o meio de
cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) em uma cabine de seguranga bioldgica para microrganismos
(Classe II, Al). Utilizando alca em L esterilizada, foram inoculados 4 cubos do material
preservados em criotubos pelo método Castellani, em placas com meio BDA. Em seguida as
linhagens foram incubadas em BOD (Biological Oxygen Demand) a 27°C no escuro, por até¢ 7 dias.

O crescimento dos fungos foi observado de forma macroscopica, utilizando
estereomicroscopio e foi observado o crescimento, pigmentacdo do meio de cultura e producao de
exsudatos. A formagao de exsudatos ocorre em decorréncia de condi¢des nutricionais € ambientais,
sendo assim, indicativos da producdo de enzimas e substincias decorrentes do metabolismo

secundario dos fungos filamentosos (HUTWIMMER et al., 2010).
4.2 PURIFICACAO
4.2.1 Cultura monospdrica e caracterizacio macroscopica
Para a verificagdo da viabilidade e obtencao de linhagens axénicas, foi utilizada o método
de cultivo monospdrico (MELLO; REIS; SILVA, 2011). A técnica foi realizada para excluir

potenciais contamina¢des das linhagens estudadas, a seguir: 1) transferéncia de uma algada de

esporos ou de micélio para 1 mL de 4dgua destilada esterilizada em microtubos ¢ homogeneizada
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manualmente; 2) 100 pL para Camara de Neubauer e contagem do numero de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC); 3) diluicdo da suspensdo até que cada 100uL contivesse até 5
esporos; 4) Espalhamento de 100uL sobre a superficie do meio de cultura solido (BDA); 5)
Incubacao em BOD, 27°C, por 48h; 6) Transferéncia de uma coldnia isolada para outra placa
seguida de incubacdo por 7 dias. Por fim, as culturas axénicas foram observadas no estereoscopio

e caracterizadas quanto & morfologia.

4.3 CARACTERIZACAO MICROSCOPICA

4.3.1 Microcultivo

Uma identificagdo preliminar foi realizada utilizando-se a técnica de microcultivo adaptada
de Nugent et al., (2006), a qual permitiu a observagdo e caracterizacdo microscopica de hifas e,
quando presentes, estruturas reprodutivas em microscopico optico.

Para tal utilizou-se culturas fingicas com 7 dias de crescimento em placa de Petri com
BDA, lamina, laminula estéril e ldmina de bisturi, a qual serviu para obter os 4 cubos de 4dgar que
foram colocados sobre a superficie do meio. Com a al¢a de inoculacdo foram realizadas raspagens
da colonia fungica e o micélio foi transferido para os cubos da placa do microcultivo. Uma laminula
foi cuidadosamente posicionada sobre o cubo, de forma que o crescimento fiingico ocorresse no
lado inferior da mesma. O crescimento foi acompanhado por estereomicroscopio € quando
constatada a produ¢do de estruturas reprodutivas, a laminula foi utilizada para o preparo de uma
montagem umida em lamina estéril, corada com lactofenol azul de algoddo e/ou glicerina. Em
seguida, as laminas foram observadas e fotodocumentadas em microscopio dptico, sob ampliagao

40, 100, 400 e 1000 vezes.
4.4 PRESERVACAO
Ap0s a purificacdo, os fungos filamentosos foram preservados de acordo com o método de

Castellani, garantindo a estruturagao do acervo (CASTELLANI, 1939). Desse modo, as coldnias

de fungos endofiticos foram cortadas em cubos e transferidas para vacuettes esterilizados com 6
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mL de agua destilada autoclavada, em duplicata. Por fim, foram armazenados em refrigerador a

4°C.

4.5 TESTE DE PATOGENICIDADE

Para confirmar a viruléncia das linhagens fitopatogénicas utilizadas neste trabalho, foi
realizado o teste de patogenicidade adaptado de Patekoski e Zottarelli (2009). Para tal, foram
utilizados graos de feijao comercial, escolhido por apresentar susceptibilidade a doengas flingicas
e pelo rapido desenvolvimento do ciclo fenologico. Ademais, os fitopatdgenos aqui avaliados, tem
natureza polifagas, resultando na infec¢do de diversas culturas, inclusive de feijao.

Inicialmente, foi feita a desinfec¢do das sementes seguindo o método de Stone; Polishook;
White (2004) imersdo em agua destilada por 1 minuto; 2) em etanol 70% por 1 minuto 3) em
hipoclorito de s6dio 3% por 30 segundos 4) imersdo em agua destilada por 3 vezes, sendo que
100uL do ultimo banho foi plaqueada em BDA, como controle.

Apos a desinfeccdo os graos foram acondiconados em camara imida e incubadas em BOD
a 27° para germinacdo. Os graos foram observados e umedecidos com agua destilada autoclavada
e ap6s emissdo da radicula (~ 0,5 cm) foram transferidas para as placas do teste de patogenicidade.

Os testes de patogenicidade foram realizados em meio sélido Agar Agua, sob 2 métodos de
disposicao do fitopatdgeno e plantulas (Figura 1). O método 1, de acordo com a Figura 1, 6.A, 6.C
e 6.E, foi realizado a partir de 4 plantulas nas placas de Petri 90x15mm e um cubo (1 cm?) do
fitopatdgeno ao centro, o controle foi incubado sem o fitopatdogeno. O método 2, de acordo com a
Figura 1, 6.B, 6.D e 6.F, foi realizado a partir de 6 plantulas em placas de Petri 150x15mm e dois
cubos (1cm?) do fitopatogeno, o controle foi incubado sem a presenga do fitopatégeno. Os dois
métodos foram realizados em duplicata, por 10 dias, em 27°C na BOD. Ao final do experimento,

os sintomas e crescimento (em cm) das plantulas foram avaliados.
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Figura 1 - Teste de patogenicidade em plantulas de feijdo com os fitopatogenos Colletotrichum gloeosporioides (LMA
1803), Fusarium oxysporum (LMA 1805), F. solani (LMA 1800) e Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (LMA
2128). A. Placa 150x15mm Controle; B. Placa 90x15mm Controle; C. e D. Disposi¢do das plantulas e do fitopatdogeno
fungico; E. Disposi¢do das plantulas e espalhamento do fitopatdgeno bacteriano; F. Disposi¢do das plantulas contendo

cortes infectados pelo fitopatdogeno bacteriano.

C Teste de Patogenicidade Teste de Patogenicidade

A Centrole Fungo Fitopatogénico " Bactéria Fitopatogénica

" Plantula de feijdo B rungo fitopatogénico Xanthomonas axonopodis

Fonte: Elaborada no pela autora (2022).

4.6 TESTE DE ANTAGONISMO

O teste de antagonismo teve como objetivo selecionar as linhagens promissoras no controle
bioldgico contra os fitopatdogenos da Passiflora. Através deste método foi possivel avaliar o modo
de agdo entre fitopatdgeno e antagonista, mediante cultura pareada. Nas etapas do teste foram
utilizadas placas de Petri de 90 mm, com o meio de cultura BDA. Os fungos endofiticos e os
fitopatdgenos foram cultivados individualmente por 7 dias, 26°C em BOD, ¢ posteriormente foram
inoculados no teste de antagonismo.

De acordo com Badalyan (2002), ha trés tipos de atuagdo antagonista em relacdo ao
patogeno 1) crescimento do micélio de um microrganismo sobre outro; 2) inibi¢do por contato,
quando o micélio de um microrganismo termina na linha do crescimento do outro; e 3) quando

ocorre inibi¢do a distancia, ou seja, uma espécie ndo cresce na presenga da outra.
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Existem amplas interacdes entre os fungos endofiticos antagonistas e fitopatdgenos.
Durante as etapas dos testes foi possivel observé-las, o que possibilitou avaliar a inibicao
fitopatogénica. A Figura 2 ilustra as formas de inibicdo presentes, ¢ como foram analisadas

qualitativamente.

Figura 2 - Formas de inibi¢do dos fungos endofiticos contra os fitopatogenos analisados qualitativamente. A)

Inibigdo por contato. B) Inibi¢ao por crescimento micelial. C) Inibigdo a distancia.

VD N\ B Fitopatdgeno

[ ®¥ Fungo Endofitico
| (®)( =)
K _ Q\\:\ —

Inibigdo por contato Inibicio por crescimento micelial Inibicdo & distincia

O fungo enfitico continuou a O fungo endofitico continuo a O fungo endofitico direciona
crescer de forma reduzida crescer de modo inalterado scbrea  © crescimento do f.ilopatc')geno
sobre o fitopatégeno. colfnia mibida. que cresce de forma reduzida.

Fonte: Elaborada no BioRender, Wheeler e Hocking (1993), adaptado pela autora (2022).

4.6.1 Teste de Antagonismo com Fungos

1° Etapa do teste de antagonismo

Para o teste, placas com meio de cultura BDA foram cortadas em formato de cruz (+), com
2 cm de largura cada faixa, e a inoculagdo de trés cubos de 0,5 cm retirados das placas com 7 dias
de crescimento e sendo dispostas como mostrado na figura 2 e também foi inoculado um cubo
contendo o fitopatdgeno no centro de uma faixa (+). Apos esse processo as placas foram incubadas
a 27°C por 7 dias e o crescimento dos microrganismos foram acompanhados por observacao pelo
estereomicroscopio. Através da observacdo, foi feita uma analise qualitativa das placas de
antagonismo representadas na figura 3, considerando a inibi¢do contra os fitopatogenos Fusarium
oxysporum, F. solani e Colletotrichum gloeosporioides. Desse modo, foi possivel analisar se houve
inibicao dos fitopatdgenos por parte dos endofiticos € como a mesma ocorreu.

Neste teste, pode-se selecionar os fungos endofiticos que inibiram ao menos 1 fitopatdégeno

para a 2% etapa de avaliagdo do teste de cultura pareada.



Figura 3 - Teste de antagonismo com a técnica de cultura pareada em sinal positivo +.

# 2 Bl Fitopatogeno
f {1 ! B Fungo endofitico 1
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i B Fungo endofitice 2
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\ A B Fungo endofitico 3

Fonte: Elaborada no BioRender, pela autora (2022)

2° Etapa do teste de antagonismo

A 2° etapa foi realizada com os fungos que apresentaram potencial inibi¢do contra os
fitopatogenos, a disposicao da placa de controle e de antagonismo pareado estido representadas na

Figura 4.

Figura 4 - A. Placa controle, e B. Placa do teste de antagonismo.

. - =.-'--=..:‘_\.\ P = = 3
A. Vi R, B. y \‘\\\

/ \ B Fiopatogeno

B Fitopatogeno
¥ Fungo Endofitico

Fonte: Elaborada no BioRender, pela autora (2022).

Para analisar e quantificar a interagdo competitiva foi medido o crescimento do
fitopatdgeno, utilizando o software de dominio publico Image] (SCHNEIDER; RASBAND;
ELICEIRI, 2012). Através da formula abaixo foi possivel calcular o percentual de inibigdo do
fitopatogeno (TOGHUEO et al., 2016).

I=((1-MT~+MC)x100
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Sendo as variaveis:
I = Indice de inibi¢do em porcentagem;
MT = Média da area da triplicata aferido o crescimento radial do patdgeno na presenca do fungo
antagonista em cm?;
MC = Média da 4rea da triplicata do patégeno no controle em cm?.

Mediante a realizagdo da 2° etapa foi possivel confirmar e selecionar os endofiticos mais
promissores, individualmente. Assim, essa etapa foi analisada de forma quantitativa e qualitativa

de acordo com os critérios estabelecidos na 1° etapa, resultando no percentual de inibi¢do contra

os fitopatdgenos testados.

4.6.2 Teste de antagonismo contra Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae

1° Etapa do teste de antagonismo

Foi realizado o teste de antagonismo contra o fitopatogeno bacteriano, utilizando-se placas
com meio de cultura BDA, inoculando-se a bactéria Xanthomonas axonopodis na parte central da
placa em linha vertical, e 2 isolados endofiticos nas extremidades laterais com a distancia de 2 cm
das bordas centralizados (Figura 5), seguindo metodologia adaptada de Chen et al., (2018).

Ap0s esse processo, as placas foram incubadas a 27°C por 7 dias e o desenvolvimento dos
microrganismos foi acompanhado por observagao pelo estereomicroscopio. Ao final da avaliagao
qualitativa, foi registrado se houve inibigdo contra o fitopatégeno e como inibiu, de acordo com os

critérios estabelecidos.

Figura 5- Teste de antagonismo com a bactéria X. axonopodis, centralizada na placa em linha vertical. Dois isolados

antagonistas lateralmente.

B Xanthomonas axcenopodis
B Fungo endofitico 1

B Funge endofitico 2

Fonte: Elaborado no BioRender, pela autora (2021)
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2° Etapa do teste de antagonismo

A segunda etapa do teste de antagonismo com a Xanthomonas axonopodis LMA 2128,
evidenciou a acdo dos fungos endofiticos de forma individual. Os microrganismos cresceram por
7 dias, apds esse periodo, transferiu-se um cubo de 1cm? contendo o fungo endofitico e uma algada
da bactéria fitopatogénica utilizada em linha vertical. Com o objetivo de obter-se o controle, foi
necessaria a preparacdo de placas de controle sem o fungo antagonista. As placas de controle
contendo o fitopatdgeno e as placas do teste de antagonismo foram incubadas a 27°C, por 7 dias.

A figura 6 retrata a disposi¢do dos microrganismos na placa contendo meio de cultura BDA.

Figura 6 - Placa do teste de antagonismo contendo o fungo endofitico e a bactéria fitopatogénica.

/ N\ I'ungo Endofitico

Xanthomonas dxonopodis

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Para quantificar a interacdo antagonista foi avaliado o crescimento do fitopatogeno,
utilizando o software Image] (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012). Os calculos de

inibig¢do foram calculados pela formula ja citada anteriormente (TOGHUEO ef al., 2016).
5 RESULTADOS

5.2 REATIVACAO

A partir da triagem das 50 linhagens de fungos endofiticos, 44 foram selecionadas para o
teste de antagonismo, pois 6 delas apresentaram tempo de crescimento superior a 7 dias, ¢ acabaram

ndo sendo consideradas interessantes para o estudo.
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5.3 TESTE DE PATOGENICIDADE

O teste de patogenicidade revelou o potencial dos fitopatogenos estudados nesse trabalho.
A figura 7 apresenta a quantidade e porcentagem de plantulas secas, sadias e doentes nos dois
métodos utilizados. No método 1 (Gréfico 1) foram testadas 8 plantulas por fitopatdogeno estudado
e a mesma quantidade para controle, enquanto, no método 2 (Grafico 2) foram testadas 12 plantulas
por fitopatogeno e a mesma quantidade para controle. No caso das plantulas que secaram e nao se
desenvolveram, o consumo do meio de cultura, esgotando a fonte que mantinha as plantulas vivas

foi levado em consideragao.

Figura 7 - Resultado do teste de patogenicidade em plantulas de feijdo. Contagem e porcentagem de plantulas
secas/sem desenvolvimento, sadias e doentes. Grafico 1 (método 1): 8 plantulas por fitopatdgeno e controle. Grafico
2 (método 2): 12 plantulas por fitopatéogeno e controle.

Grafico 1 Grafico 2
Fitopatogenos Fitopatogenos

Xanthomonas axwapodis 1 2 i Xermthomonas axonopods 4 Z =

FUSariiem rysparim 3 1 4 Fusarium oxysporum 3 2 B
Cllziatrichum glaesparioides 3 1 4 Colletotrichum gloesporicider 1 3 g9
Fuserium solos i i & Fusarium solant 3 =il

Controls 1 i ] Contrals 4 13 B
0% 20% 40% 60% 80% 100% 0% 0% a0% S0% 20% 100%
Secas/Sem desenvolvimento Sadias  ®Doertes Secas/sem desenvolvimento Sadizs  mDoertes

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

De acordo com as informagdes da Figura 7 foi possivel determinar a porcentagem de
contaminagao dos ensaios € utilizou-se as plantulas sadias do controle para comparacao (Figura 8).
Desse modo, todas as placas que continham o fitopatdogeno, apresentaram maior porcentagem
(>50%) de plantulas doentes. O fitopatdgeno Fusarium solani promoveu alto indice de infec¢ao
nos dois métodos utilizados, provavelmente em decorréncia do seu grau de viruléncia; dessa
maneira, ndo foi observada a presenca de plantulas sadias. Ademais, os outros fitopatdgenos
testados também apresentaram maioria de plantulas doentes ¢ sintomas semelhantes aos citados na

literatura por Viana (2003) e Peruch e Schroeder (2018).
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Figura 8 - Plantulas de feijao sadias para controle com 10 dias de incubagao.

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

O fitopatogeno Fusarium oxysporum ocasionou murcha na parte aérea da planta e faléncia

vegetal. A figura 9 mostra como a plantula de feijao foi afetada.

Figura 9 - Plantulas de feijao com 10 dias de incubagao afetadas pelo fitopatogeno Fusarium oxysporum (LMA 1805).

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

O fitopatdogeno Fusarium solani (LMA 1800) causador da doenga “podridao-fusariana”

esfacelou o tecido vegetal e causou murcha, seca e amarelecimento da folhagem (Figura 10).
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Figura 10 - Plantulas de feijdo com 10 dias de incubagdo afetadas pelo fitopatogeno Fusarium solani (LMA 1800).
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

O fungo fitopatogénico Colletotrichum gloesporioides (LMA 1803) ¢ o causador da doenga

antracnose, causou necrose (Figura 11).

Figura 11 - Plantula de feijio com 10 dias de incubagio afetada pelo fitopatogeno Colletotrichum gloesporioides
(LMA 1803).

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

A linhagem Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (LMA 2128) acarretou pequenas

lesdes e necrose na parte aé¢rea da plantula (Figura 12).
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Figura 12 - Plantula de feijdio com 10 dias de incubagdo afetada pelo fitopatdégeno Xanthomonas axonopodis pv
passiflorae (LMA 2128).
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

O teste de patogenicidade com as plantulas de feijao confirmou a capacidade de infeccao
dos fitopatogenos utilizados neste trabalho que, como evidenciado na figura 7, foram capazes de
afetar mais de 50% das plantulas. Assim, o controle resultou em uma base comparativa que
apresentou somente plantulas sadias (Figura 8) e¢ uma baixa porcentagem de secas ¢ sem
desenvolvimento. Apesar da diferenca do tamanho das placas e quantidade de plantulas nos

métodos utilizados, os mesmos foram coerentes quanto aos resultados.

5.4 TESTE DE ANTAGONISMO

1° Etapa

Na primeira etapa do teste de antagonismo foram testados 44 fungos contra os fitopatdgenos
Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum, F. solani e Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae. Os resultados foram avaliados de forma qualitativa e considerando-se a forma de
inibicao contra o fitopatdgeno. Os endofiticos que ndo demostraram modo de agado significativo de
inibigdo, foram classificados com “SI” (sem inibi¢ao).

Os endofiticos que apresentaram alguma forma de inibi¢do foram classificados de acordo
com os tipos de inibicdo demonstradas, sendo elas: 1) IM (Inibigdo Mutua): 2 ou mais
microrganismos inibiram o crescimento do fitopatdgeno em uma placa; 2) ID (Inibicdo a

Distancia): o fungo endofitico direciona e inibe o crescimento do fitopatdogeno que cresce de forma
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reduzida; 3) IC (Inibi¢do por Contato): o fungo endofitico continuou a crescer de modo reduzido
sobre o fitopatdgeno; 4) ICM (Inibi¢do por crescimento micelial): o fungo endofitico continuou a
crescer de forma inalterada sobre a colonia inibida. Os resultados mais promissores estdo

apresentados no Quadro 2 a seguir:

Quadro 2 - Resultado da 1° etapa do teste de antagonismo. SI: Sem inibi¢do; IM: Inibigdo mutua; ID: Inibicdo a
distancia; IC: Inibi¢do por contato; ICM: Inibi¢ao por crescimento micelial. FNEC = fungo ndo esporulante claro.

Fungos Endofiticos Fitopatogenos
F. solani C. gloesporiodes F. oxysporum X. axonopodis

T. longibrachiatum M M ™M IC
Fusarium sp. M M M ICM

Colletotrichum sp. M M M ST
FNEC 1 IC IC IC ICM

Diaporthe sp. SI SI SI IC

FNEC 2 ST ST ST IC

Chaetomium sp. ST ST SI IC

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

A figura 13 evidencia os resultados qualitativos obtidos nas placas I, IT e Il com 7 dias de
crescimento. Os antagonistas Trichoderma longibrachiatum (LMA 1684), Fusarium sp. (LMA
1722) e Colletotrichum sp. (LMA 1624) demonstraram IM contra os fitopatogenos Fusarium
solani (LMA 1800), Colletotrichum gloesporioides (LMA 1803) e Fusarium oxysporum (LMA
1800). Desse modo, os endofiticos citados foram selecionados para a segunda etapa do teste de

antagonismo.
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Figura 13 - Placas da primeira etapa do teste de antagonismo com 7 dias de crescimento. Placa I. Fitopatogeno: F.
solani (LMA 1800), Endofiticos: T. longibrachiatum (LMA 1684), Fusarium sp. (LMA 1722), Colletotrichum sp.
(LMA 1624); . Placa II. Fitopatdgeno: C. gloesporioides (LMA 1803), Endofiticos: Trichoderma sp. (LMA1684),
Fusarium sp. (LMA 1722), Colletotrichum sp. (LMA 1624); . Placa III. Fitopatogeno: F. oxysporum (LMA 1800),
Endofiticos: Trichoderma sp. (LMA1684), Fusarium sp. (LMA 1722), Colletotrichum sp. (LMA 1624).
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

A figura 14 apresenta as formas de inibicdo dos fungos endofiticos contra Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae na primeira etapa do teste. Os resultados qualitativos da placa I,
exprime que LMA 1731 continuou a crescer de forma inalterada sobre a coldnia inibida. Entretanto,
nas placas II, III e IV com os endofiticos LMA 1730, LMA 1793, LMA 1608 ¢ LMA 1681 a forma
de inibi¢ao foi por contato, de forma que, esses isolados cresceram de modo reduzido sobre do

fitopatdgeno.

Figura 14 - Placas da primeira etapa do teste de antagonismo com 7 dias de crescimento. Placa I- seta vermelha : X.
axonopodis (LMA 2128), seta amarela: LMA 1731, seta azul: Colletotrichum sp. (LMA 1624); Placa II- seta vermelha
1 X. axonopodis (LMA 2128), seta amarela: Diaporthe sp. (LMA 1730) , seta azul: Aspergillus versicolor (LMA 1705);
Placa III- seta vermelha : X. axonopodis (LMA 2128), seta amarela: Chaetomium sp. (LMA 1793), seta azul: LMA
1634; Placa IV- seta vermelha : X. axonopodis (LMA 2128), seta amarela: (LMA 1608), seta azul: Fusarium sp. (LMA
1681).

Fonte: Elaborada pela autora (2022)
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2° Etapa

A segunda etapa do teste de antagonismo foi realizada com os endofiticos que inibiram o
crescimento de pelo menos 1 fitopatdogeno no primeiro ensaio. Desse modo, para um resultado
quantitativo, foi calculado o percentual de inibi¢do contra os fitopatogenos utilizando como base
comparativa o crescimento dos mesmos nas placas de controle. A Tabela 1, apresenta a

porcentagem de inibi¢do dos endofiticos promissores avaliados.

Figura 15 - Placas de controle com 7 dias de crescimento. Placa I: Fitopatogeno F. solani (LMA 1800). Placa II:
Fitopatogeno C. gloesporioides (LMA 1803). Placa III: Fitopatogeno F. oxysporum (LMA 1800). Placa IV:
Fitopatogeno X. axonopodis (LMA 2128).

Fonte: Elaborada pela autora (2022)

Tabela 1. Percentual de inibi¢do dos isolados contra os fitopatogenos avaliados. SI = Sem Inibigdo. 7. longibrachiatum
(LMA 1684); Fusarium sp. (LMA 1722); Colletotrichum sp. (LMA 1624); Diaporthe sp. (LMA 1730); FNEC 1 (LMA
1731); Chaetomium complexo globosum (LMA 1793); FNEC 2 (LMA 1608). FNEC = fungo néo esporulante claro.

| Fungo Endofitico Fitopatdgenos ‘
F.solani  C. gloesporioides  F. oxysporum  X.axonopodis

T. longibrachiatum S1% 76% 55% 88%

Fusarium sp. 38% 60% 61% 59%

FNEC 1 40% 53% 45% 95%
Colletotrichum sp. 27% 48% 39% SI

Diaporthe sp. SI SI ST 29%

Chaethomium sp. SI SI SI 66%

FNEC2 SI SI SI 74%

Fonte: Elaborada pela autora (2022)
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Por fim, obteve-se o grafico (Figura 16) que apresenta os antagonistas promissores deste
trabalho, isto €, os que inibiram o crescimento dos fitopatdgenos em um percentual maior que 50%.
Com o método do antagonismo pareado, foi possivel calcular o percentual de inibi¢do, e assim

determinar os fungos que apresentaram resultados promissores no teste.

Figura 16 - Fungos antagonistas capazes de inibir o crescimento dos fitopatogenos acima de 50%. 7. longibrachiatum
(LMA 1684); Fusarium sp. (LMA 1722); FNEC 1 (LMA 1731); Chaetomium complexo globosum (LMA 1793); FNEC
2 (LMA 1608). FNEC = fungo ndo esporulante claro.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

As avaliacdes do teste de antagonismo revelaram que o fungo Trichoderma
longibrachiatum (LMA 1684) destacou-se por inibir o crescimento de todos fitopatdgenos
utilizados neste trabalho: C. gloeosporioides (LMA 1803), F. oxysporum (LMA 1805), F. solani
(LMA 1800) e X. axonopodis (LMA 2128). A figura 17 apresenta os resultados qualitativos obtidos
no teste de antagonismo pareado, pode-se observar que nas placas I, II e III houve inibi¢ao por
contato, enquanto, na placa IV ocorreu inibigdo por crescimento micelial, o isolado LMA 1684

cresceu sobre a bactéria fitopatogénica X. axonopodis.
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Figura 17 - Teste de antagonismo pareado. I, IL, Il e IV — Setas verdes: T. longibrachiatum; Seta vermelha,
respectivamente: F. solani, C. gloeosporioides, F. oxysporum e X. axonopodis. Placas com 7 dias de
crescimento.

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Figura 18 - Teste de antagonismo pareado. Seta vermelha (I, II, III): X. axonopodis (LMA 2128); I: Seta verde -
Chaetomium sp. complexo globosum (LMA 1793); II: Seta verde - FNEC 1 (LMA 1731); III: Seta verde - FNEC 2
(LMA 1608). Placas com 7 dias. FNEC = fungo nao esporulante claro.

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

O isolado LMA 1793 pertencente ao género Chaetomium sp. - complexo globosum, inibiu
em 66% o crescimento da bactéria fitopatogénica X. axonopodis (Tabela 1). A analise qualitativa
evidenciou o crescimento do fungo sobre a mesma e sua bioatividade na producao de pigmentacao
(Figura 18). A linhagem LMA 1731, correspondente ao fungo nao esporulante claro 1, inibiu o
crescimento da bactéria em 95% (considerado um importante percentual de inibi¢ao), além do seu
crescimento micelial, que avangou sobre a coldnia bacteriana. O isolado LMA 1608 correspondente
ao fungo ndo esporulante claro 2, inibiu o crescimento da X. axonopodis por contato em 74%, de

forma que o fungo endofitico continuou a crescer de modo reduzido sobre o fitopatogeno.
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6 DISCUSSAO

Em 2019 com a pandemia causada pela covid-19, o agronego6cio continuou em crescimento
significativo. O setor alcangou diversos recordes no ano de 2020, o Centro de Estudos Avancados
em Economia Aplicada (Cepea) em parceria com a Confederacdo da Agricultura e Pecuéria do
Brasil (CNA) calculou o avango de 24,3% no PIB do setor, destacou-se também a participacdo de
26,1% no PIB total brasileiro (MACHADO, 2021).

Este trabalho demonstrou que ¢ de interesse econdmico que os fitopatdgenos estudados
sejam controlados, pois sdo capazes de provocar doengas em diversas espécies vegetais e
posteriores perdas no cenario da agricultura. O teste de patogenicidade evidenciou a viruléncia
expressa pelos fitopatdgenos que causam as doengas nos hospedeiros vegetais € os sintomas se
assemelham aos citados na literatura por Viana (2003) e Peruch; Schroeder (2018).

Assim, ha grande demanda para investimentos em projetos que busquem revelar
microrganismos endofiticos eficientes para o controle dos fitopatogenos, a fim de evitar perdas e
menor produtividade das lavouras de culturas de interesse estratégico mundial (RAO et al., 2017).
Das culturas endofiticas avaliadas neste trabalho, 5 revelaram atividade antagonista promissora,
sendo capazes de biocontrolar os fitopatdgenos in vitro, em porcentagens superiores a 50%. As
linhagens LMA 1731 e LMA 1608 que apresentaram resultados significativos de inibi¢do 95% e
74%, respectivamente contra X. axonopodis, estdo sendo identificados por marcadores
moleculares. No momento sdo mencionados como fungo nao esporulante claro (FNEC).

Os endofiticos Trichoderma longibrachiatum (LMA 1684) e Chaetomium sp. (LMA 1793),
isolados da folha de P. incarnata foram anteriormente reportados como responsaveis pela producao
de flavonoides, uma classe de metabolito secundario de importancia medicinal devido a elevada
atividade antioxidante e anti-inflamatodria, sendo assim, fontes promissoras de interesse da industria
farmacéutica (SILVA et al, 2020).

Os mecanismos de biocontrole do género Trichoderma, contra diferentes fitopatdogenos,
incluem principalmente: antibiose, competi¢do por nutrientes € espago, micoparasitismo ¢ inducao
de resposta de defesa nas plantas. Nessas interacdes micoparasitarias, 7richoderma spp. age de
forma eficaz na produ¢ao de enzimas como glucanase, quitinase ¢ protease ¢ vias de sinalizagao

sdo iniciadas (MUKHOPADHYAY; KUMAR, 2020).
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Dessa maneira, podemos dizer que o género Trichoderma revolucionou o cenario de
controle bioldgico de fitopatdogenos, tendo sido esse a base para o primeiro bioproduto
disponibilizado no mercado brasileiro em 1987 (MORANDI; BETTIOL, 2009). A diversidade de
suas espécies tem sido amplamente investigada para o controle de doencas e pragas, devido aos
seus mecanismos de a¢do que envolvem uma série de biomoléculas benéficas para o vegetal. O
Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA) registrou 21 produtos de controle
bioldgico como biofungicidas a base de Trichoderma harzianum, Trichoderma asperellum,
Trichoderma koningiopsis e Trichoderma stromaticum (NASCENTE et al. 2019).

Conforme a bibliografia, o género Trichoderma ¢ conhecido por sua capacidade de parasitar
fungos e de sobreviver em condi¢des adversas, pois podem produzir estruturas de resisténcia,
enzimas extracelulares e degradadoras da parede celular de outros fungos (KONAPPA, et al. 2021).
Pode-se afirmar que esse fungo além de ser potencial agente de controle bioldgico, também atua
no crescimento, desenvolvimento do hospedeiro vegetal e tolerancia a diferentes fatores abidticos
(GHORBANPOUR, et al. 2018). Desse modo, a bioprospec¢ao de espécies de Trichoderma pode
levar ao surgimento de produtos com capacidade de melhorar as condi¢cdes de producdo de
diferentes culturas.

Em relacdo aos antagonistas testados neste trabalho, 7. longibrachiatum (LMA 1684)
destacou-se por inibir o crescimento de todos os fitopatogenos, acima de 50%. Estudos mostraram
que 7. longibrachiatum possui atividade antagonista contra o fitopatogeno F. oxysporum e F. solani
quando testado in vitro, promovendo a reducdo do crescimento micelial do fitopatogeno
(OLIVEIRA et al., 2021; HEWEDY et al., 2020). Ademais, essa espécie foi considerada
promissora no combate da doenga “murcha” do grdo de bico, causada por F. oxysporum e na
produgdo de metabdlitos volateis com atividade microbiana (YONESI et al., 2021). A eficiéncia
de T. longibrachiatum também foi relatada na inibigao in vitro do fitopatdogeno C. gloesporioides
(62%) que causa antracnose em diversos cultivos de interesse econdmico, (SAVIN-MOLINA et
al.,2021).

O género Chaetomium se destaca pela produgdo de varios tipos de metabolitos bioativos
que desempenham um papel importante no biocontrole, sendo assim, descritos como eficazes no
controle de fitopatdgenos in vitro ¢ in vivo (ADEL; MARWA, 2019). O fungo Chaetomium sp.
complexo globosum LMA 1793, inibiu o crescimento de X. axonopodis em 66%, através de

inibi¢do por contato ¢ produziu pigmentagao.
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De acordo com Marin (2019), os isolados da folha de P. incarnata apresentaram atividade
antibacteriana contra a X. axonopodis, de maneira que, a analise dos extratos brutos do isolado
Chaetomium sp. complexo globosum (LMA 1793) indicou a presenca de substancias responsaveis
por atividades antibacteriana e antifingica. Muitos antagonistas do género Chaetomium sao
capazes de secretar altos niveis das enzimas glucanase e celulases, o que pode explicar seu
potencial de biocontrole contra diferentes patogenos. Um estudo mostrou que quando o gene de
resisténcia de C. globosum ¢ induzido na célula hospedeira, a substincia secretada tem efeito toxico
sobre a mesma (ZHANG, 2022).

Sabe-se que esses endofiticos sdo conhecidos por suas bioatividades, incluindo atividade
antagonista contra os fitopatdogenos. Dessa forma, este trabalho contribuiu para essas afirmagdes
através de andlises qualitativas e quantitativas de inibi¢ao utilizando os métodos descritos. Assim,
os 5 endofiticos promissores no teste de antagonismo sdo fontes importantes de contribuig¢do para
o acervo de microrganismos de interesse para a bioeconomia ¢ devem ser melhor explorados,

futuramente.

7 CONCLUSAO

Este trabalho revela 5 novas linhagens antagonistas com potencial de aplicacdo no
biocontrole dos fitopatogenos Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum, Fusarium
solani e Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, representando um ponto inicial para o
desenvolvimento de bioprodutos. Dentre os antagonistas, destaca-se o isolado 7. longibrachiatum
LMA 1684, com capacidade de inibig¢ao dos fitopatégenos acima de 50%.

Os demais isolados ja purificados, preservados e depositados no acervo, constituem
recursos genéticos a serem aplicados em outros projetos de pesquisa nas diversas areas da
biotecnologia. Por fim, o método utilizado é capaz de fornecer uma triagem eficiente, qualitativa e
quantitativa, em estudos dessa natureza ¢ corrobora para o desenvolvimento sustentavel da

agricultura.
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