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RESUMO

ROCHA, Larissa Lara. Potencial de Aspergillus niger para biocontrole de patégenos
fungicos de solo. 2021. 58 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) - Universidade
Federal de Uberlandia, Uberlandia, 2021.!

A necessidade de aumentar a produtividade das culturas agricolas de forma sustentavel,
conciliado com preservagdo ambiental, ¢ desafio para a agricultura moderna. No que diz
respeito ao controle de doengas radiculares, causador de impactos ambientais negativos
em razao do uso intensivo de fungicidas, uma das estratégias estudadas para superar este
desafio ¢ a introdugdo de microrganismos antagonistas para o controle bioldgico de
patogenos. Aspergillus niger apresenta caracteristicas benéficas ao crescimento de plantas
e, por isso, apresenta potencial para o desenvolvimento de inoculantes. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar in vitro o potencial de biocontrole de A. niger sobre os seguintes
patdgenos de solo: Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium cepivorum e Sclerotium rolfsii.
O potencial de biocontrole de duas linhagens de 4. niger (ATCC 1015 e FS1) foi avaliado
por meio dos métodos de cultivo pareado, producao de metabolitos volateis e producao
de metabolitos termoestaveis. Em cultivo pareado F. oxysporum, F. solani e R. solani
apresentaram percentuais de inibi¢do acima de 45% e nao houve diferenca significativa
entre as linhagens de A. niger. Possiveis metabolitos volateis secretados no meio pelas
linhagens reduziram o crescimento de S. cepivorum, S. rolfsii e F. oxysporum. A inibigdo
de crescimento por metabdlitos termoestaveis foi detectada apenas em M. phaseolina
exposta a metabolitos da linhagem ATCC 1015. Os resultados deste trabalho indicam o
potencial de 4. niger para o biocontrole dos fungos F. oxysporum, F. solani, R. solani S.

cepivorum, S. rolfsii e M. phaseolina.

Palavras-chave: biocontrole; fungos fitopatogénicos; doengas radiculares

! Orientador: Prof. Dr. Gilberto de Oliveira Mendes - UFU



ABSTRACT

ROCHA, Larissa Lara. Potential of Aspergillus niger for biocontrol of soilborne
fungal pathogens. 2021. 58 f. Dissertation (Master Program Agronomy) Federal
University of Uberlandia, Uberlandia, 2021.!

The need to increase the productivity of agricultural crops in a sustainable way, combined
with environmental preservation, is a challenge for modern agriculture. Regarding the
control of root diseases, which cause negative environmental impacts due to the intensive
use of fungicides, one of the strategies studied to overcome this challenge is the
introduction of antagonistic microorganisms for biological control of pathogens.
Aspergillus niger has characteristics beneficial to plant growth and, therefore, has
potential for inoculants development. Thus, the objective of this work was to evaluate
in vitro biocontrol potential of A. niger on the following soil pathogens: Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Sclerotinia
sclerotiorum, Sclerotium cepivorum and Sclerotium rolfsii. The biocontrol potential of
two A. niger strains (ATCC 1015 and FS1) was evaluated using the methods of paired
cultivation, production of volatile metabolites and production of thermostable
metabolites. In paired culture, F. oxysporum, F. solani and R. solani showed inhibition
percentages above 45% and there was no significant difference between A. niger strains.
Possible volatile metabolites secreted in the medium by the strains reduced the growth of
S. cepivorum, S. rolfsii and F. oxysporum. Growth inhibition by thermostable metabolites
was detected only in M. phaseolina exposed to metabolites fromstrain ATCC 1015. The
results of this work indicate the potential of A. niger for biocontrol of the fungi F.

oxysporum, F. solani, R. solani S. cepivorum, S. rolfsii and M. phaseolina.

Keywords: biocontrol; phytopathogenic fungi; root diseases

! Advisor: Prof. Dr. Gilberto de Oliveira Mendes - UFU
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1. INTRODUCAO
As doengas provocadas por patdégenos do solo podem ocorrer em todos os sistemas

agricolas e s30 comuns nas principais espécies de plantas cultivadas. Esses patogenos
passam a maior parte do ciclo de vida no solo (BETTIOL; MORANDI, 1995),
apresentando a capacidade de permanecerem vivos por longos periodos, mesmo em
condi¢gdes edafoclimaticas desfavordveis e na auséncia do seu hospedeiro. Esses
patdgenos podem formar estruturas de resisténcia como clamiddsporos, esclerdcios,

odsporos, dentre outras (BELLE; FONTANA, 2018).

Os principais organismos responsaveis pelas doengas vasculares e radiculares das
culturas sdo as bactérias, fungos e nematoides, tendo como destaque os fungos como
principais patogenos (BELLE; FONTANA, 2018). Os fungos de solo mais comuns ¢
estudados sdo Fusarium sp., Macrophomina phaseolina, Phytophthora infestans,
Rhizoctonia solani, Sclerotium cepivorum, Sclerotium rolfsii ¢ Scleriotinia sclerotiorum,
(KHAMARI et al., 2018; KUSHWAHA et al., 2019; LYU et al., 2016; MARCUZZO;
SCHMOELLER, 2017; MEENA et al., 2018; NOMILA MERLIN et al., 2013;
OKUBARA; DICKMAN; BLECHL, 2014; PANABIERES et al., 2016; WHISSON et
al., 2016). Esses patogenos infectam caules, rizomas e raizes das plantas, tornando seu
controle extremamente trabalhoso, pois além de terem coevoluido com as plantas e
estarem adaptados com o ambiente abaixo do nivel do solo, os sintomas das doencas
causadas por esses microrganismos sdo visiveis somente quando se encontram em
estadios avancados, tornando praticamente impossivel seu controle depois de

introduzidos na aérea (MICHEREFF; ANDRADE; MENEZES, 2005).

O controle de doengas radiculares mais eficiente ¢ o preventivo, utilizando
produtos fitossanitarios, o que ¢ feito pelo cuidado de protecao, para que a doenca nao
entre na area e nao se estabeleca (VIDA et al., 2004). Contudo, o uso intensivo destes
produtos tem ocasionado desequilibrio ambiental, como a resisténcia de patdogenos,
desiquilibrio biologico, a contaminagao dos alimentos, da 4gua, do solo, dos animais e a
intoxicacao de agricultores. Uma outra maneira de controle, depois de instalada a doenca
em campo, ¢ o controle bioldgico, por meio de microrganismos antagonistas (BETTIOL;
MORANDI, 1995). O controle bioldgico ¢ uma das alternativas de controle de doengas
de forma mais sustentavel, incluindo o controle bioldgico natural ou daquele que ocorre

por meio da inclusdo de agentes de biocontrole. Além disso, os custos do controle



biologico sdo inferiores aqueles dos tratamentos quimicos, sendo cerca de um terco dos

custos do controle com fungicidas (FANTINEL et al., 2018).

Para que se tenha sucesso no controle bioldgico, o microrganismo antagonista tem
que ter o nicho ecologico semelhante ao do patdogeno. Além disso, ¢ importante que o
microrganismo atenda uma ou mais das seguintes caracteristicas: facilidade para
colonizar e conseguir competir com o patdgeno em seu ambiente; ter resisténcia a
variacoes nas condi¢des do meio, tais como temperatura, umidade, radiagao e outros; nao
ser prejudicial ao homem e aos animais; que tenha aptidao para diferentes culturas e vasto
espectro de acdo contra diferentes patdgenos; ser de facil cultivo, multiplicagdo, aplicacao

e formulacao (BETTIOL; MORANDI, 1995).

O fungo Aspergillus niger atende a mais de uma dessas caracteristicas sendo uma
espécie comumente encontrada em varios ambientes, sendo capaz de crescer em varios
substratos orgénicos e possui rapido crescimento. A espécie destaca-se, também, pela
capacidade de crescer em ampla faixa de temperatura (6-47 °C) e em ambientes de baixa
umidade (BLACKBURN, 2006). Além disso, o fungo 4. niger ¢ relatado como eficiente
solubilizador de fosfato (MENDES et al., 2014; WHITELAW, 1999), demonstrando,
também, a capacidade de producdo de fitormdnios (LUBNA et al., 2018). Mudas de
cafeeiro inoculadas com a linhagem de A4. niger FS1 apresentaram maior altura, didmetro
de coleto, nimero de folhas, volume e massa seca de raiz quando comparadas as nao
inoculadas (ARAUJO et al., 2020). Assim, a espécie A. niger é promissora op¢do para
desenvolvimento de inoculantes com diferentes aplicacdes na promoc¢ao de crescimento
de plantas. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi estudar o potencial de A. niger
como agente de biocontrole para os seguintes patdgenos de solo: Fusarium oxysporum,
Fusarium solani, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Sclerotinia

sclerotiorum, Sclerotium cepivorum e Sclerotium rolfsii.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Promogdo de Crescimento Vegetal por Microrganismos

Os microrganismos podem interagir de diferentes formas com as plantas,

funcionando coletivamente como um microbioma. Podem colonizar os tecidos internos



das plantas (endofitos), a superficie da parte aérea (filosfera) e os trés compartimentos
da raiz separadamente: rizosfera, rizoplano e endosfera. O efeito da interacdo planta-
microrganismo pode ser benéfico para a planta hospedeira, auxiliando no seu
desenvolvimento (MENDES; GARBEVA; RAAIJIMAKERS, 2013). O conhecimento
¢ a manipulagdo do microbioma das plantas pode configurar um recurso biotecnoldgico
alinhado aos interesses de diminui¢do dos custos de produgdo e aumento da
sustentabilidade na agricultura. Um exemplo ¢ a inocula¢do de microrganismos com
capacidade de promover o crescimento vegetal ou microrganismos que atuam como
agentes de controle bioldgico de pragas e doengcas (MENDES; GARBEVA;
RAAIJMAKERS, 2013).

Diversas espécies vegetais tém sido beneficiadas com a habilidade que alguns
microrganismos possuem de promover o crescimento de plantas por meio de
mecanismos intrinsecos. Varios ensaios foram realizados comprovando o beneficio da
interagdo planta-microrganismo em culturas perenes anuais (GOPALAKRISHNAN et
al.,2014; PEDRO et al., 2012), hortalicas (GUIMARAES et al., 2013), além de espécies
florestais (MOREIRA; ARAUJO, 2013) e outras culturas de interesse econdmico.
Entretanto, a relag@o estabelecida entre planta e microrganismo ¢ muito particular, visto
que cada espécie vegetal possui um padrao de colonizagao.

Diversos microrganismos podem ser explorados como promotores de
crescimento de plantas, como bactérias residentes de filoplano ou de rizosfera, fungos
endofiticos e fungos micorrizicos (TRIVEDI et al., 2021). Muitos sdo capazes de atuar
como estimulantes na produ¢do de compostos nas plantas, como as bactérias
promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) que colonizam o interior dos tecidos das
plantas e a rizosfera e os fungos simbiontes micorrizicos e saprofitas (MARIANO et al.,
2004). Essa diversidade microbiana atrelada ao desenvolvimento de plantas ¢ comum
na natureza ¢ pode ser explorada pelo homem como técnica de promog¢do de
crescimento das plantas de interesse (TRIVEDI et al., 2021).

Na rizosfera das plantas sdo encontrados muitos microrganismos capazes de
estimular o crescimento vegetal. Esses microrganismos sao divididos em duas classes
principais: rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (PGPR) e fungos
promotores de crescimento vegetal (PGPF). Em ambos os casos, os microrganismos
apresentam a capacidade de crescer em associagdo com a planta hospedeira, resultando
em estimulo do crescimento vegetal (COSTA etal., 2010). Microrganismos promotores

de crescimento colonizam a rizosfera, a superficie da raiz ou até mesmo os espagos

3



intercelulares da epiderme e do cortex radicular, embora, na maioria das vezes,
encontram-se principalmente aderidos a superficie da raiz (COSTA et al., 2010).

A rizosfera representa a regido do solo que ¢ influenciada em suas propriedades
quimicas, fisicas e biologcas pelas raizes das plantas, ¢ onde a interagdo de
microrganismos, plantas e o solo ocorrem (STURZ; NOWAK, 2000). Alguns desses
microrganismos sdo fungos e bactérias que promovem o crescimento vegetal (STURZ;
NOWAK, 2000). Além disso, podem atuar como agentes no controle biologico de
patogenos, uma vez que induzem resisténcia sist€émica em plantas, produzem
antibidticos e sider6foros que inibem o crescimento de varios patogenos, por meio da
captura de Fe**, proporcionando ao microrganismo que produz o sider6foro maior
capacidade de competicio (RAMAMOORTHY et al., 2001).

Alguns géneros de bactérias (Azospirillum, Azotobacter, Arthrobacter, Bacillus,
Clostridium, Hydrogenophaga, Enterobacter, Serratia, Pseudomonas, Burkholderia e
outras) sdao conhecidos por promoverem o crescimento vegetal, mesmo sendo
considerados como microrganismos de vida livre ou de rizosfera (BENIZRI;
BAUDOIN; GUCKERT, 2001). Quanto aos fungos com potencial de promocao do
crescimento de plantas, pode-se citar, como exemplo, as espécies do género
Trichoderma. Os fungos desse género atuam tanto na promogao de crescimento quanto
como agentes de biocontrole de doencas em plantas (REIS et al., 2013). Outro fungo
com atividade promotora de crescimento vegetal comprovada € o Penicillium citrinum
por meio da enzima de ACC (1-aminociclopropano-1- carboxilato) desaminase (JIA et
al., 2014). A acao da ACC desaminase fiingica sobre a promogao de crescimento vegetal
foi demonstrada em plantas de canola, onde a inoculagao com linhagem de Trichoderma
provocou a longevidade das raizes pelo retardamento da senescéncia desta parte
vegetativa (VITERBO et al., 2010).

O fungo Aspergillus niger € relatado como um eficiente solubilizador de fosfato
(MENDES et al., 2014; WHITELAW, 1999), o que o qualifica como promissora opgao
para desenvolvimento de inoculantes. Além da solubilizacdo de fosfato hipotetiza-se que
esse fungo possa também promover o crescimento de plantas por meio de outros
mecanismos, como demonstrado por Aratijo et al., (2020) para a linhagem FS1 de 4.

niger.

2.2. Aspergillus spp.



Aspergillus ¢ um género fungico composto por, aproximadamente, 446 espécies
e possui distribui¢do cosmopolita (HOUBRAKEN et al., 2020). A maioria das espécies
¢ de ocorréncia rara, porém, outras estdo entre as mais comuns do planeta (KIRK et al.,
2008). Sistematicamente, situa-se no Reino Fungi, sub-reino Dikarya, Divisao
Ascomycota, subdivisdao Pezizomycotina, classe Eurotiomycetes, ordem Eurotiales,
familia Trichocomacea (KIRK et al., 2008).

Seus representantes reproduzem-se geralmente de modo assexuado através da
producao de conidios (KIRK et al.,, 2008). No entanto, espécies como Aspergillus
nidulans e A. glaucus apresentam também reproducao sexuada, produzindo corpos de
frutificacdo (ascomas chamados de cleitotécios) e esporos sexuados (ascosporos)
(KEARNS; LOUDIS, 2003). As espécies de Aspergillus sdo saprofitas e habitam
preferencialmente o solo, mas podem ser isolados em amostras de agua, ar, plantas e
animais (SANTOS, 2011). Seus esporos sdo dispersos principalmente pelo vento
(SCHNEIDER et al., 2010).

Algumas espécies de Aspergillus podem causar infecgdes em humanos, sendo as
mais comuns Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. niger e A. terreus (LACAZ et al., 1998).
Aspergilose ¢ o nome dado a infeccdo micdtica provocada por qualquer espécie
pertencente ao género Aspergillus. Em humanos com sistema imunologico atuante, a
aspergilose pode manifestar-se sob a forma de infeccdes alérgicas como asma,
aspergilose broncopulmonar saprofitica, alveolite alérgica extrinseca e aspergilose
broncopulmonar alérgica, além de infec¢des superficiais como infec¢do cutinea,
otomicose e sinusite (Lacaz et al., 1998). No entanto, comparado com outros fungos
filamentosos, a espécie A. niger ndo se destaca como problema especifico em relagdo a
alergia ou micopatologias. Alguns casos médicos, por exemplo, infec¢cdes pulmonares,
foram relatados, mas sempre em pacientes severamente imunocomprometidos
(SCHUSTER et al., 2002).

Por outro lado, existem diversas aplicagdes biotecnologicas da espécie A. niger,
como a produgdo de enzimas e 4cidos organicos (SCHUSTER et al., 2002). A espécie €
utilizada na produgdo de 4acido citrico, um dos 4acidos mais utilizado na industria
(BAKER, 2006). Aspergillus niger também produz outros acidos organicos, tais como
acido oxalico e gliconico (MAGNUSON; LASURE, 2004; SCHUSTER et al., 2002).

Diversas pesquisas demonstraram o potencial de A. niger na solubilizacdo de
minerais, em especial de P, em decorréncia de sua capacidade de produgdo de acidos

organicos. Reddy et al., (2002) observaram que o percentual solubilizado de P de rocha
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fosfatica chega a 75% pelo fungo A4. niger. Por outro lado, Mendes et al. (2014)
verificaram que o fungo solubiliza de 14 a 100% o mesmo nutriente. Brandao; Lopes-
Assad; Ceccato-Antonini (2014) observaram que o K era solubilizado cerca de 16,8%
pelo fungo A. niger. Além do acido citrico, foi demonstrado que o acido oxalico contribui
para a solubilizacao de rocha fosfatica em cultivo direto com 4. niger (MENDES et al.,

2014, 2020, 2021).

2.3. Mecanismos de Promocdo de Crescimento Vegetal

Diversos sao os mecanismos de promog¢do de crescimento de plantas por
microrganismos do solo, podendo ser diretos ou indiretos (Tabela 1). Exemplos de
mecanismos diretos incluem a producao de hormonios ou outras substancias analogas a
estes, os quais influenciam diretamente no crescimento ou desenvolvimento da planta,
ou ainda suprindo as suas necessidades nutricionais, por mecanismos como a fixacao
biologica do nitrogénio (TAIZ; ZEIGER, 2013) e solubilizagio de fosfatos
(BLOEMBERG; LUGTENBERG, 2001). Os beneficios indiretos da inoculagdo de
microrganismos em sementes ou plantulas podem ser por meio da supressdo de

patégenos (HARMAN et al., 2004).

Tabela 1: Mecanismos diretos e indiretos de promocao de crescimento de plantas por

microrganismos
Mecanismo Tipo de Mecanismo Referéncia
Direto Produgdo e transporte de
fitormonios e reguladores
de crescimento  como (VACHERON et al.,
auxinas, citocininas, 2013)
etileno e giberelina
Direto Solubilizag¢ao de fosforo (RODRIGUEZ; FRAGA,
1999)
Direto Fixacdo de nitrogénio (OLIVEIRA, 2011)
Indireto Producao de sider6foro (LUDWIG; MOURA;
GOMES, 2013)
Indireto Hiperparasitismo (LIRA etal., 2019)



Indireto Competicdo por nutrientes (SOTTERO et al., 2006)

entre os fitopatogenos

Indireto Antibiose (VIEIRA et al., 2016)

2.3.1. Mecanismos Diretos de Promocdo de Crescimento

Fitormoénios Reguladores de Crescimento

As plantas, assim como os animais, produzem hormdnios que atuam na regulagao
do crescimento e desenvolvimento. Os hormoénios de plantas sdo chamados de
fitormonios. Através da producdo de fitormdnios, os microrganismos podem estimular
o crescimento vegetal e aumentar a produ¢do de metabolitos pelas plantas que podem
ser utilizados para o seu proprio crescimento (MANULIS et al., 1998).

Os fitormonios sdo compostos organicos de ocorréncia natural produzidos na
planta, e translocados para outra parte, o qual, a baixas concentragdes, promove, inibe
ou modifica processos morfologicos e fisiologicos do vegetal, influenciando em
processos como germinagdo, crescimento vegetativo, formacgao de flores e frutos, e
senescéncia (OLIVEIRA; URQUIAGA; BALDANI, 2003; VIEIRA et al., 2010). Eles
sdo os principais meios de comunicagdo intercelular, atuando como mensageiros
quimicos primarios que carregam informagao entre células e, desta forma, coordenam
o seu crescimento e desenvolvimento. Dentre as classes de hormonios, algumas
promovem enquanto outras inibem varios aspectos do desenvolvimento da planta,
podendo as mesmas atuar sozinhas ou em conjunto (balangco hormonal) (TAIZ;
ZEIGER, 2013)

O termo regulador de crescimento ¢ normalmente empregado para compostos
naturais (fitormonio e substincias naturais de crescimento) ou sintéticos (hormonio
sintético e regulador sintético) que exibem atividade no controle do crescimento e
desenvolvimento da planta (VIEIRA et al., 2010). A producdo de reguladores de
crescimento ativos como fitormonios faz parte do metabolismo de diversas espécies de
bactérias associadas aos vegetais e podem ser considerados agentes causais da alteracao
do crescimento e desenvolvimento vegetal (BASHAN; HOLGUIN, 1997).

As principais classes de fitormonios sdo auxinas, citocininas, giberelinas, o acido
abscisico e etileno. Descobertas mais recentes incluem os fitormonios estrigolactona,

brassinosteroides, jasmonato, acido salicilico, poliaminas e 6xido nitrico (SPAEPEN,
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2015).

A auxina foi o primeiro hormdnio de crescimento estudado em plantas e muitos
trabalhos pioneiros na fisiologia do mecanismo de expansdo celular foram realizados
em relacdo a acao desse hormonio (TAIZ; ZEIGER, 2013). Na metade da década de
1930, foi identificado o acido indol-3-acético (AIA) como a principal auxina natural
(VIEIRA et al., 2010). Diversas auxinas vegetais possuem sua estrutura quimica
identificada, porém o AIA ¢ considerado mais importante. Mais tarde, varias outras
auxinas foram descobertas em plantas superiores, mas o AIA ¢ incomparavelmente mais
abundante e fisiologicamente mais importante (TAIZ; ZEIGER, 2013). As auxinas sao
sintetizadas a partir do aminodacido triptofano, e possuem como caracteristica principal
a capacidade de induzir o alongamento celular (KENDE; ZEEVAART, 1997). O acido
indolbutirico (AIB) ¢ uma auxina sintética que apresenta maior estabilidade ¢ menor
solubilidade que a auxina enddgena (AIA), sendo considerado um dos melhores
estimuladores do enraizamento (LOSS et al., 2008)

As giberelinas apresentam o efeito estimulatorio no processo germinativo quando
aplicadas em sementes com dorméncia e, também, em sementes ndo dormentes. Apesar
de existir um grande nimero de giberelinas promotoras da germinagdo de sementes, a
forma mais frequentemente utilizada para estimular o processo germinativo de sementes
¢ a do acido giberélico (GA3) (BERNARDES et al., 2008). O acido giberélico estimula
a alfa-amilase e outras enzimas hidroliticas, promovendo hidrolise de reservas
armazenadas na semente. Além da alfa-amilase, existem outras enzimas hidroliticas
(protease, N-redutases), as quais sdo produzidas em resposta ao GA3 (KENDE;
ZEEVAART, 1997).

De todas as GAs descobertas, uma pequena fracao possui atividade biologica e
entre essas podemos citar a GA1, GA3, GA4 E GA7. A GA1 ¢ a bioativa mais comum
nas plantas e o grupo mais bem estudado ¢ o GA3, também conhecido por acido
giberélico, sendo produzido pelo fungo Fusarium fujikuroi (=Gibberella fujikuroi)
(SAUTER; KENDE, 1992). Todas as outras GAs sdo consideradas precursores ou
intermediarios na biossintese, podendo ainda se constituirem em compostos inativos
(LAVAGNINI et al., 2014). Diferentemente das auxinas, que sao definidas pelas suas
propriedades bioldgicas, as GAs compartilham estrutura quimica semelhante, mas
poucas apresentam atividade biologica intrinseca. Muitas das GAs que ndo tém
atividade bioldgica intrinseca sdo precursores metabolicos de GAs bioativas ou seus

produtos de desativacdo. Muitas vezes, apenas poucas GAs ativas estdo presentes em
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uma dada planta e seus niveis estdo geralmente relacionados com o comprimento do
caule (LAVAGNINI et al., 2014). As giberelinas também desempenham papel
importante em varios outros fendmenos fisiologicos, tais como a germinagdo de
sementes, na transicdo para o florescimento € no desenvolvimento do pdlen, e no
crescimento do caule (LAVAGNINI et al., 2014).

A habilidade das bactérias de produzir hormdnios vegetais caracteriza um
mecanismo direto de promocgao do crescimento vegetal (LUCY; REED; GLICK, 2004).
O AIA bacteriano interfere diretamente na expansao radicular, proporcionando maior
acesso aos nutrientes. Além disso, as auxinas também estao associadas as respostas de
defesa da planta, pois atuam como sinalizadores afetando a expressdo de microrganismos

fitopatogénicos (LUCY; REED; GLICK, 2004).

Solubilizagdo de Nutrientes por Microrganismos
Outra fun¢do exercida pelos microrganismos ¢ auxiliar na assimilagdo de

nutrientes com pouca disponibilidade ou insoluveis no solo (KAPRI; TEWARI, 2010).
Diversos pesquisadores tém observado elevada propor¢ao de solubilizagdo de fosfatos
por microrganismos, especialmente bactérias, fungos e actinobactérias rizosféricas,
desempenhando papel importante na nutricao vegetal (KAPRI; TEWARI, 2010).

A transformacao do fosfato insoluvel, mineral ou orgénico, através dos processos
de solubilizacdo ou mineralizagdo, ja ¢ amplamente conhecida (GERRETSEN, 1948).
O processo de solubilizagdo ocorre gragas a producao de acidos organicos tanto pelas
raizes das plantas (HOFFLAND; FINDENEGG; NELEMANS, 1989), mas,
principalmente, por microrganismos do solo que atuam diretamente na dissolug¢do do
fosforo ou pela acdo quelante sobre os cétions liberando fosfatos soliveis (CEREZINE;
NAHAS; BANZATTO, 1988).

Os microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF) sdo capazes, por meio de
mecanismos especificos, de extrair ou solubilizar P de fragdes de baixa solubilidade no
solo e de fosfatos inorganicos naturais pouco soluveis, favorecendo a nutri¢do e o
desenvolvimento vegetal (ALVES; MENDOZA; FILHO, 2002). Além dos MSF, os
fungos micorrizicos arbusculares (FMA) favorecem direta e indiretamente a nutrigao e
o desenvolvimento vegetal e possuem forte interrelagio com os grupos microbianos
supracitados (DA SILVA et al., 2021).

Apesar dos teores de fosforo (P) no solo serem relativamente elevados (400 a 1200 mg

kg! de solo), a concentragdo de P solivel disponivel para assimilagio pelas raizes
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vegetais ¢ muito baixa, normalmente 1 mg kg' de solo ou menos (OLIVEIRA;
URQUIAGA; BALDANI, 2003). Seu ciclo ndo possui intercdmbio com a atmosfera,
sendo regido principalmente por microrganismos. A principal fonte de P para o solo sdo
minerais primarios, como as apatitas (SPIER; KUMAR; NUNES, 2020). Em segundo
lugar vem a matéria organica do solo, que pode constituir 30 a 50 % do P do solo. O P
organico esta principalmente na forma de fosfato-inositol (fitato), sintetizado por

microrganismos e plantas (OLIVEIRA; URQUIAGA; BALDANI, 2003).

Como outros microrganismos ja mencionados, as rizobactérias sao ditas como
capazes de solubilizar o fosforo e degradar a matéria organica presente no solo
disponibilizando formas soliiveis de fosfatos por meio de enzimas fosfatases
(RODRIGUEZ; FRAGA, 1999). Esse mecanismo depende de varios fatores, como a
composi¢cdo do material orgénico, as populagdes de microrganismos envolvidos,
temperatura, umidade, aeracdo, pH do solo e praticas culturais, como adi¢des de
fertilizantes (CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP), caracterizadas
por colonizarem o ambiente radicular, realizam a mineralizagdo da matéria organica e
aumentam a disponibilidade de nutrientes por meio da conversao de formas insoltiveis
e disponiveis para a planta, como a solubilizacdo de fosfatos (KIM; JORDAN;
MCDONALD, 1997), solubilizagao de K, fixacdo de N pelas bactérias diazotroficas e
aumento da solubilidade de micronutrientes, como a produgdo de sideréforos para a
quelacdo de Fe. Assim, o suprimento de nutrientes soliiveis na rizosfera proporciona
efeito positivo na nutricao de plantas (RAJKUMAR et al., 2010).

Dentre as atividades dos 4cidos produzidos por fungos na rizosfera, encontram-
se: a solubilizacdo e disponibilizagdo de espécies de baixa solubilidade de fosforo e
micronutrientes (MARSCHENER, 1998); reducdao da toxicidade de elementos,
principalmente devido a presenga de Al*" (ROUT; SAMANTARAY; DAS, 2001;
TAYLOR, 1988); regulacao da comunidade microbiana e inibi¢do do crescimento de
plantas concorrentes (NARDI et al., 2000).

Ja foi detectado substancias como 4acido oxalico em culturas de Aspergillus
foetidus e Aspergillus japonicus; 4cido citrico, oxalico, gliconico e 4cido malico em
culturas de 4. niger; 4cido citrico, malico, succinico, lactico e fumarico em culturas de
T. harzianum; acido gliconico em culturas de Penicillium radicum (DA SILVA et al.,

2021). Vazquez et al. (2000) propuseram que a producdo de acidos organicos por
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microrganismos da rizosfera de manguezais foi em decorréncia de possiveis
mecanismos envolvidos na solubilizacdo de fosfato de calcio insoluvel. Para isso
trabalharam com 6 espécies de bactérias, sendo elas, Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus atrophaeus, Bacillus licheniformis, Vibrio proteolyticus, Paenibacillus
macerans, Xanthobacter agilis ¢ uma espécie de fungo, A. niger. Em média, a
solubilizacdo do fungo A. niger foi superior a qualquer espécie de bactéria.

Segundo Whitelaw (1999), os fungos solubilizadores de fosforo inorgéanico
podem ser inoculados em cultivos vegetais promovendo o crescimento ¢ aumentando o
fosforo capturado pelas plantas. Wahid e Mehana (2000) inocularam A. niger, A.
fumigatus e Penicillium pinophilum em solos deficientes em fosforo tratados com rocha
fosfatica, determinando aumento no P disponivel no solo para a planta alcancando maior
eficiéncia da cultura, como crescimento vegetal e produtividade. Estudos com bactérias
e fungos micorrizicos sdo relatados na maioria das publicagdes sobre solubilizacdo de
fosforo microbiano (BAR-YOSEEF et al., 1999; CHABOT; ANTOUN; CESCAS, 1993;
LAPEYRIE; RANGER; VAIRELLES, 1991; TORO; AZCON; BAREA, 1997). No
entanto, alguns fungos ndo micorrizicos, especialmente dos géneros Aspergillus e
Penicillium, sao bem conhecidos por sua capacidade de solubilizagdo de fosforo
(ILLMER; SCHINNER, 1992).

Os fungos filamentosos sdo amplamente utilizados como produtores de acidos
organicos, em especial o 4. niger e algumas espécies de Penicillium. Exemplos disso
sd0 0s processos comerciais usando 4. niger em reatores de tanque agitado aerados, que
podem converter glicose em acido citrico com eficiéncia superior a 80% e em
concentracgoes finais em centenas de gramas por litro (MAGNUSON; LASURE, 2004).
Dentre os 4cidos organicos produzidos por microrganismos, podem-se citar: formico,
latico, propidnico, acético, citrico, butirico, succinico, fumarico, gliconico, itaconico,
lactico, malico, micofenolico e oxalico (BEHERA et al., 2014).

O fungo A. niger destaca-se como grande produtor de 4cidos orgénicos, sendo o
organismo utilizado na indiistria para producio de 4cido citrico (ARAUJO et al., 2017).
Essa capacidade reflete no potencial de solubilizagdo de minerais, onde o fungo também
se destaca. As principais vantagens no uso do A. niger estdo relacionadas a facilidade de
manipulagdo, sua habilidade de fermentar uma grande variedade de matérias-primas de
baixo custo e produzir rendimentos elevados de &cido citrico (BAUER et al., 1989).
Trés espécies de fungos (A. niger, A. terreus € Rhizopus oryzae) produzem variedade de

acidos organicos, que podem refletir diferentes estratégias para competir com outros
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microrganismos. Muitas cepas de A. niger podem diminuir o pH de seu ambiente
oxidando a glicose fora da parede celular, convertendo-a em acido gliconico através da
acdo da enzima glicose oxidase. Outras cepas de 4. niger produzem écido citrico por via
intracelular, como agente quelante e acidificante, que também pode ser reabsorvido para
uso como fonte de carbono. A acidificagdo do ambiente com acido itacOnico inibe o
crescimento de muitos microrganismos. Desta forma, a natureza do acido itaconico
permitiria que A. terreus e apenas algumas outras espécies catabolizem o acido
(MAGNUSON; LASURE, 2004). Além do acido citrico, A. niger produz acido oxalico,
o qual possui elevado potencial para solubilizagdo de minerais em geral, dentre eles as

rochas fosfaticas (MENDES et al., 2020, 2021).

As propriedades complexantes de metal desses acidos organicos auxiliam a
nutricdo de fungos, outros microrganismos e plantas, e determinam a especiacdo e a
mobilidade do metal no ambiente, incluindo a transferéncia entre habitats terrestres e
aquaticos, biocorrosao e intemperismo. Os processos de solubilizacdo de metais também
tém potencial para recuperagdo de metais de residuos solidos contaminados, solos e
minérios de baixa qualidade. Essa "lixiviagao heterotrofica" pode ocorrer por varios
mecanismos, mas os acidos organicos ocupam posi¢do central no processo geral,
fornecendo prétons e um anion de acido organico complexador de metais. A maioria dos
oxalatos de metal simples, exceto os de metais alcalinos, Fe (III) e Al, sdo
moderadamente soliveis e precipitam como solidos cristalinos ou amorfos (GADD,
1999).

O oxalato de célcio ¢ a manifestagdo mais importante disso no ambiente e, em
uma variedade de estruturas cristalinas, estd onipresentemente associado a fungos
simbidticos. As principais formas sdo o mono-hidrato (whewellite) e o di-hidrato
(weddellite) e sua formacao ¢ importante na biomineralizacdo, uma vez que afetam a
heterogeneidade nutricional no solo, principalmente a ciclagem de Ca, P, K e Al. A
formacdo de oxalatos metéalicos insoliiveis pode conferir tolerancia e garantir a
sobrevivéncia em ambientes contaminados com metais toxicos. Em ambientes
semidridos, a formacao de oxalato de calcio ¢ importante na formacao e alteracao de
calcarios subterraneos (GADD, 1999).

A compreensao da eficiéncia e capacidade da comunidade microbiana do solo em
solubilizar fosfato de ferro pode favorecer a sele¢do de estirpes potencialmente Uteis para

disponibilizar o P complexado a essa fonte de baixa solubilidade. Tal habilidade tornaria
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atraente seu uso na agricultura, principalmente nos solos do Cerrado (GOMES, 2010).
Um maior entendimento da capacidade e da eficiéncia de microrganismos em solubilizar
diferentes fosfatos pode levar a sele¢do de isolados com alto potencial de uso para a
inoculagdo em plantas (SOUCHIE et al., 2007). Em alguns estudos de solubilizacao de
rochas fosforicas com 4. niger, Goenadi, Siswanto e Sugiarto (2000) encontraram estreita
relacdo entre o pH e a quantidade de fosforo solubilizado. Eles detectaram que alguns
acidos organicos, a exemplo do citrato ¢ do malato, sdo conhecidos por solubilizar
compostos de fosforo relativamente de baixa solubilidade (ILLMER; BARBATO;
SCHINNER, 1995).

2.3.2 Mecanismos Indiretos de Promogdo de Crescimento

Microrganismos podem favorecer o crescimento das plantas por meio do controle
bioldgico, sendo este um dos principais mecanismos indiretos. Os principais modos de
acdo que envolvem o biocontrole ¢ a competi¢ao com os fitopatdogenos por nutrientes e
espaco, resisténcia sist€émica induzida na planta hospedeira e produg¢do de metabolitos
antifungicos e antibidticos (VALIDOV; KAMILOVA; LUGTENBERG, 2009).

Algumas bactérias sdo capazes de produzir compostos orginicos volateis, os
quais agem indiretamente beneficiando o desenvolvimento das plantas por meio da
supressao de patdogenos. A maioria desses compostos produzidos em ensaio realizado
com estirpes de Pseudomonas fluorescens continham enxofre, como dissulfeto de
dimetila, com propriedades antifingicas e promotoras de crescimento em plantas
(HERNANDEZ-LEON et al., 2015).

A biossintese da enzima ACC (aminocyclopropane-1-carboxylate) desaminase
produzida por algumas bactérias e fungos quando a planta estd submetida a estresse,
também ¢ caracteristica relevante no processo de promoc¢ao de crescimento de plantas,

pois esta enzima age na diminui¢do dos niveis de etileno no solo (GLICK, 2014).

Biocontrole

O controle bioldgico ou biocontrole de microrganismos € simplesmente o controle
de microrganismo por outro microrganismo (BETTIOL; MORANDI, 1995). Um
conceito mais amplo ¢ o de Baker e Cook (1974), que definem o biocontrole como a

redugdo da soma de indculo ou das atividades determinantes da doenga provocada por
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um patdgeno, realizada por um ou mais organismos vivos que ndo o homem.

Segundo Baker e Cook (1974), o Controle Bioldgico de doencgas de plantas teve
inicio como ciéncia em 1926, com estudos sobre Streptomyces scabies, agente causal
da sarna comum da batata. Ainda, de acordo com esses autores, no ano de 1931 foi
utilizado pela primeira vez o termo “controle bioldgico” em um artigo sobre
Gaeumannomyces graminis, agente causal da doenga conhecida como mal-do-pé do
trigo.

O controle biologico € resultado da interagao triplice patdgeno, planta hospedeira
e agente antagonista, sob a influéncia do ambiente (BAKER; COOK, 1974).
Modifica¢des ambientais provocadas no sitio de infec¢do podem resultar em limitagdes
para as atividades do patégeno ou induzir a resisténcia do hospedeiro. Nessas
modificagdes estdo envolvidas praticas culturais capazes de promover condi¢des
favoraveis ao desenvolvimento do antagonista em detrimento do patdgeno ou a
resisténcia do hospedeiro (BETTIOL; MORANDI, 2009).

De forma simplificada, define-se controle bioldgico como o uso de um
microrganismo para controle de outro, podendo o agente apresentar efeito biocida,
causando a morte do alvo, ou biostatico, inibindo seu desenvolvimento (ZAMBOLIM,
2010).

As atividades determinantes de doenga sdo o crescimento, a infectividade, a
agressividade, a viruléncia e outros atributos do patdégeno ou processos que determinam
a infeccdo, o desenvolvimento dos sintomas e a reproducdo do patégeno (BETTIOL;
MORANDI, 2009). O Biocontrole, pela anélise dessas defini¢des, visa a manter, através
de certas praticas, o equilibrio do agrossistema, de forma que o hospedeiro em presenca
do patdégeno ndo seja significativamente afetado, gracas a acdo antagdnica dos
biocontroladores. Além disso, os antagonistas podem induzir tdo simplesmente a

resisténcia da planta hospedeira ao ataque de patdogenos (AGRIOS, 2005).

Cultivo Pareado

O método da cultura pareada em disco de agar ¢ o utilizado em estudos de
antagonismo in vitro, existindo inumeros relatos de sucesso na selecdo de
microrganismos, visando ao controle biologico de fitopatogenos (MARIANO, 1993). E
um método que permite mensurar o crescimento micelial, bem como os tipos de

interagdo, como hiperparasitismo, formacao de clamidosporos, dentre outros (FARIA;
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CASSETARI NETO; ALBUQUERQUE, 2002).

Os testes in vitro possuem as vantagens de possibilitar a analise de grande numero
de potenciais antagonistas, permitir o estudo do mecanismo de agdo e facilitar a
observagao das interagdes antagonistas-patogenos, ao nivel ultraestrutural, com auxilio
de microscopia Otica ou eletronica. Além disso, os organismos selecionados in vitro
podem servir como fonte de genes para transformag¢do de microrganismos ndo
antagonicos (MARIANO, 1993).

O método da cultura pareada esta entre os mais frequentes nos trabalhos com
antagonismo (FUGA et al., 2016; JANE; SHEILA; JAMES, 2011; LAKHDARI et al.,
2018; VIEIRA et al., 2016). Esse método tanto pode ser feito com agar em placa, ou
em lamina. O método do dgar em lamina é considerado uma versdao microscopica do
método do 4gar em placa, apresentando vantagem sobre o primeiro, uma vez que
possibilita a visualizagdo da interagdo entre as hifas dos antagdnicos. Nesse método
também pode ser observada a inibi¢do da produgdo de esporos de um fungo causada
pelo antagoénico. Enquanto na placa sé sera possivel a visualizacdo de outros tipos de
interacdo, como a sobreposi¢ao de micélio, a antibiose caracterizada por halo de
inibi¢do e a lise da colonia (ANDREWS, 1992).

Para realizagdo do método de cultura pareada em disco de agar, coloca-se em
placas de petri ou lamina, contendo o meio de cultura, discos de micélio dos fungos a
serem avaliados em lados opostos, sendo um do patéogeno e outro do isolado

(MARIANO, 1993).

Compostos Termoestaveis

Em contraste com outros grupos de organismos vivos, 0S microrganismos
apresentam grande capacidade adaptativa, colonizando ambientes nos quais outras
formas de vida ndo seriam viaveis, como os ambientes geotérmicos (HAKI; RAKSHIT,
2003). Uma das mais admiraveis propriedades dos microrganismos € sua habilidade em
adaptar-se a ambientes extremos, nos quais fatores como pH, temperatura, pressao e
concentragao de sal ultrapassam os valores considerados como 6timo para a maioria dos
organismos (LASA; BERENGUER, 1993).

Dentre esses fatores, a temperatura ¢ o que mais influéncia no funcionamento de
moléculas e manutencao das estruturas bioldgicas. Em temperaturas 6timas, as reagdes

quimicas e enzimaticas na célula ocorrem mais rapidamente e o crescimento microbiano
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¢ por consequéncia mais rapido e acentuado. No entanto, sob temperaturas mais altas
que a temperatura 6tima para o crescimento do microrganismo, as proteinas, os acidos
nucléicos e outros componentes celulares podem ser danificados de modo irreversivel
(MADIGAN et al., 2016).

Os microrganismos apresentam uma temperatura minima de crescimento, abaixo
da qual isso ndo ocorra, uma temperatura 6tima, na qual o crescimento microbiano ¢
maximo € uma temperatura maxima, acima da qual o crescimento ndo € possivel e
ocorre a morte celular por colapso da membrana citoplasmatica e desnaturagdao de
proteinas e do DNA. Estas temperaturas sdo em geral caracteristicas para cada
microrganismo, mas ndo sdo completamente fixas, uma vez que podem ser modificadas
por fatores ambientais, em especial pela composi¢do do meio de crescimento
(MADIGAN et al., 2016).

A adequacdo de um determinado microrganismo a termofilia envolve adaptacao
da membrana citoplasmatica, das proteinas e do DNA as temperaturas acima da faixa
mesofilica. Na biotecnologia essa adaptacao foi mais significativa, considerando que os
mecanismos de termorresisténcia das biomoléculas desses microrganismos podem
constituir modelos interessantes para a bioengenharia ou ainda, considerando o uso
direto das mesmas em bioprocessos.

As enzimas termoestaveis ja tém sido usadas como ferramenta para a Biologia
Molecular (Taq polimerase), como aditivo de detergentes e sabdes (proteases e
celulases), no processamento industrial do amido (a-amilase, glucose isomerase) € na
industria de polpa e papel (xilanase) e surgem como alternativas de interesse em outros
bioprocessos, como o de sintese organica (lipases, proteases, oxidorredutases), no setor
de diagnostico, no tratamento de residuos e na producdo de ragcdo animal (HAKI;
RAKSHIT, 2003).

Os compostos termoestaveis sao aquelas substancias que se decompdem acima
de 295 °C e que apresentam vantagens para a aplicagdo na industria, visto que processos
biotecnoldgicos conduzidos em elevadas temperaturas diminuem o risco de
contaminagdo por microrganismos mesofilos, que sdo a maioria em ambientes
industriais (DE PALMA-FERNANDEZ; GOMES; DA SILVA, 2002; REIS et al.,
2016).

Bezerra et al. (2019) identificaram e selecionaram espécies de Trichoderma spp.
endofiticos de bromélias de restingas como agentes de biocontrole da fusariose em

frutos de abacaxi, e constataram que um dos isolados (CF/UENF440) se mostrou como
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um potencial agente de biocontrole in vitro de F. guttiforme, no qual demonstrou forte
antibiose em co-cultivo em cultura, tanto para compostos ndo-volateis quanto para nao
volateis termoestaveis.

Ao avaliar métodos de controle biolégico de Alternaria alternata (Mancha
marrom de alternaria), Souza (2018) verificou por meio dos ensaios de produgdo dos
compostos antifungicos termoestaveis por Bacillus spp. que 42 isolados inibiram,

significativamente, o crescimento micelial de 4. alternata.

Metabolitos volateis e nao voldateis

O controle bioldgico de doengas de plantas requer triagem de um nimero elevado
de candidatos antagonistas para o desenvolvimento de novos produtos, precisando
cumprir exigéncias como controle do fitopatégeno (KOHL et al., 2011).

Pesquisas tém se centralizado no estudo de metabdlitos secundarios produzidos
por estes, com o intuito de isolar substancias biotivas para o desenvolvimento de novos
produtos para o controle de doengas de plantas. Por exemplo, as estrobilurinas que
pertencem ao grupo de compostos quimicos produzidos pelo fungo Strobilurus
tenacellus representa o desenvolvimento mais bem sucedido de fungicidas baseados
em compostos derivados de fungos (PARREIRA; NEVES; ZAMBOLIM, 2009).

Os compostos secunddarios, volateis, produzidos por fungos decompositores sao
também considerados de grande relevancia no controle bioldgico de fitopatogenos, visto
capacidade que tém de se difundir por todo ambiente e agir em locais distantes do sitio
de a¢ao (BETTIOL; MORANDI, 2009).

Existem varios mecanismos de acao fungica, que atuando individualmente ou em
conjunto, podem induzir efeitos supressivos sobre as doengas vegetais (HARMAN et
al., 2004). Por exemplo, a producdo de metabolitos secundarios capazes de inibir o
crescimento e/ou a germinacdo de esporos do fitopatdogeno alvo (antibiose). Tais
substancias, de baixo peso molecular e com atividade antimicrobiana, podem ser
volateis ou ndo volateis (CARVALHO et al.,, 2014). Dentre essas, citam-se:
alquilpironas, isonitrilas, sesquiterpenos, policetideos, peptabolitos, dicetopiperazinas e
esterdides.

Muscodor albus ¢ fungo endofitico relatado como potente agente de controle de
bactérias e fungos em virtude dos compostos volateis que o mesmo produz (SEARS et

al., 2001). Relatou-se que diversas espécies de Penicillium e Aspergillus foram inibidas
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por volateis produzidos por M. albus (MERCIER; JIMENEZ, 2004).

Bastos (1991) verificou a produ¢do de antibidticos por espécies de Trichoderma
e sua possibilidade de volatilizacdo. Dentre os antibidticos produzidos incluem-se
gliotoxina, viridina e trichodermina, os quais inibem o crescimento de outros fungos.
Eziashi et al., (2006) também verificaram que espécies de Trichoderma produzem
substancias que afetam o crescimento micelial, em ensaios in vitro, contra Ceratocystis
paradoxa.

Recentemente outras espécies de fungos sdo relatadas como produtoras de
compostos organicos volateis toxicos. Melo et al. (2012), por exemplo, observaram que
Xanthomonas vesicatoria submetida a compostos volateis produzidos por fungos
saprofitas teve o seu crescimento inibido. Os compostos organicos volateis dos fungos
Dictyochaeta simplex, Gonytrichum chlamydosporium, Stachybotrys globosa,
Curvularia inaequalis e Volutella minima apresentaram inibicdes do crescimento
bacteriano de 53,9, 54,7, 59,5, 60,9 ¢ 77,6% respectivamente.

Os compostos organicos volateis (COVs) sdo substancias de baixa polaridade que
possuem, aproximadamente, 20 4tomos de carbono € que podem transpor as membranas
com facilidade e serem liberados na atmosfera ou no solo, na auséncia de barreiras de
difusdo (PICHERSKY, 2006). Além disso, podem ser espalhados rapidamente pelo
movimento de solugcdo aquosa e pelo fluxo em massa de agua pelo perfil do solo
(WHEATLEY, 2002). Devido as caracteristicas de facil penetracdo pela membrana e
distribuigdo eficiente pela porosidade do solo, os COVs aumentam a sua éarea de
influéncia e, consequentemente, melhoram sua eficacia no controle de fitopatdégenos
(DUDAREVA et al., 2006).

Varios sdo os relatos dos COVs de origem vegetal, fingica e bacteriana atuando
na resisténcia de plantas a pragas e doengas (ARIMURA et al., 2001; KISHIMOTO et
al., 2005; KOST; HEIL, 2006). Essas substancias podem agir diretamente no patogeno,
atrair inimigos naturais e, ainda, atuarem como sinalizadoras para ativagao de genes
relacionados a resisténcia (AHARONI et al., 2003; ARIMURA et al., 2001).

O metabolismo secundario das linhagens oriundas de Aspergillus também ¢ foco
de muitos estudos. Diversas substancias ja foram isoladas, estruturalmente diversas e
com potentes atividades bioldgicas (NIELSEN et al., 2009). A analise do genoma de
uma de suas linhagens indicou a preseng¢a de familia de proteinas transcritas juntamente
com o regulador global do metabolismo secundario laeA, indicando uma ligacao entre

a produgdo de metabdlitos secundérios, diferenciacdo morfoldgica e a formacao de
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esporos. Mutantes de A. nidulans deficientes na producao de metabodlitos secundarios
sd0 menos toxicos para insetos predadores do que a cepa selvagem. Alguns genes de
Aspergillus spp. sdo transcritos apenas quando estas interagem fisicamente com outros
microrganismos, sugerindo que a producao de metabdlitos secundarios contribui como
vantagem competitiva (GIBBONS; ROKAS, 2013).

Wani et al. (2010) relataram pela primeira vez a produgdo de 2-feniletanol a partir
de A.niger endofitico. Esse composto ¢ um componente importante do 6leo de rosa,
constituindo cerca de 4,06%. Além desse composto ser capaz de duplicar a biossintese
de fenilpropandides pela roseira ¢ aplicado comercialmente, em antissépticos,
desinfetantes, antimicrobianos e conservantes em produtos farmacéuticos.

O fungo 4. niger tem grande importancia na industria quimica, e ¢ considerado o
microrganismo mais versatil para a producdo de 4cidos, proteinas e enzimas de valor
industrial, além de uma variedade de compostos de interesse farmacologico. As cepas
endofitas de 4. niger foram as fontes mais predominantes usadas em estudos quimicos,
que foram seguidas de perto por cepas associadas a habitats marinhos e outros (LIMA
etal., 2019).

Uma caracteristica marcante da espécie de 4. niger ¢ a formacdo de esporos de
coloragdo escura, variando entre verde oliva/marrom a preto (BLACKBURN, 2006). A
aparéncia escura dos esporos deve-se a presenca de pigmentos variados. Alguns desses
pigmentos sdo caracteristicos de cada espécie, podendo ser utilizados na identificacdo
de linhagens de Aspergillus (BLACKBURN, 2006). Mutantes com relagdo a cor de
esporos foram utilizados para caracterizar genes envolvidos na decodificacdo de
proteinas requeridas para a pigmentagao dos esporos e correlaciona-los ao metabolismo
secundario. Apos o cultivo de linhagens mutantes, a andlise do perfil metabolico revelou
uma conexdo entre a formacdo de esporos pigmentados e a produgdo de metabolitos
secundarios, especialmente policetideos, como as aurasperonas, € compostos

nitrogenados, como as piranonigrinas (JORGENSEN et al., 2011).

Antibiose

Apesar dos fungos filamentosos serem produtores de metabolitos secundarios,
apenas um numero restrito de espécies produz metabolitos com propriedades toxicas, a

que se da vulgarmente o nome de micotoxinas (MAZIERO; BERSOT, 2010). O papel

das micotoxinas nos agroecossistemas ainda nao ¢ bem conhecido, apesar de existirem
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varias teorias sobre as suas fungdes. Sabe-se que, em ambientes onde varias espécies
competem entre si pelo substrato, as micotoxinas podem ser determinantes para
estabelecer a comunidade fingica, e apresentar vantagem competitiva para o fungo que
as produz. Por outro lado, algumas micotoxinas tém atividade inseticida, e pensa-se que
sao um modo de defesa dos fungos contra a predacgao por insetos (ARORA; ELANDER;
MUKERIJI, 1993).

O género Aspergillus ¢ um importante produtor de metabolitos secundarios. A
vantagem mais provavel de um organismo produzir metabolitos secundarios € que a de
que eles podem permitir a sobrevivéncia do organismo em seu nicho ecolégico. Muitos
desses organismos vivem saprofiticamente no solo, onde estdo expostos a um ambiente
hostil ¢ uma gama diversificada de organismos competidores (FOX; HOWLETT,
2008). A sintese de metabdlitos secundarios pode garantir ao fungo vantagem em
habitats no qual este necessita competir com outros microrganismos. Portanto, muitos
desses metabolitos apresentam efeitos toxicos ou inibitdrios em outros organismos
(KHALDI et al., 2010).

Dentre os metabolitos secundarios toxicos encontra-se a ocratoxina, sendo uma
das micotoxinas mais comum produzida naturalmente (MAZIERO; BERSOT, 2010).
Essa toxina recebeu aten¢do devido aos seus efeitos toxicos e por sua alta incidéncia em
diversos produtos alimenticios e por ter apresentado efeitos nefrotoxicos, cancerigenos,
imunotoxicos, teratogénicos e genotdxicos para todas as espécies de animais testadas
(BAU et al., 2005).

Microrganismos podem ser utilizados como fonte de agentes ativos, uma vez que
produtos naturais tem um papel importante no desenvolvimento de farmacos para o
tratamento de doencas de humanos. Muitos desses produtos sdo atualmente produzidos
por fermentacdo microbiana ou sdo derivados de modificagdo quimica de um produto
microbiano (SILVA et al., 2004). Os fungos, em especial, sdo significativas novas
fontes de metabolitos com atividade antibacteriana, antifingica e antiviral. A vantagem
da prospec¢do quimica de metabolitos fungicos associada as outras fontes ¢ que os
microrganismos sao capazes de serem cultivados em grande escala em fermentadores,
ndo trazendo danos ao ecossistema, como pode acontecer quando se tira as plantas e
algas de areas naturais, nem problemas éticos como os que podem vir da prospeccao de
metabolitos bioativos a partir de insetos, anfibios e outras espécies animais. Dentre os
fungos, certos géneros como Aspergillus e Penicillium (conhecidos por sua presenca e

caracterizados normalmente pela grande formagao de esporos) tem sido utilizados para
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a busca de compostos bioativos, sendo que cerca de 6.500 metabdlitos bioativos de
fungos, mais de 30% foram obtidos destes dois géneros (SURYANARAYANAN et al.,
2009; TAKAHASHI; LUCAS, 2008).

Na natureza, metabolitos secundarios sao importantes para 0s organismos que os
produzem, funcionando como hormonios sexuais, ionoforos, armas competitivas contra
bactérias, fungos, amebas, insetos e plantas, agentes de simbiose, efetores de

diferenciagao e atividades desconhecidas (DEMAIN; ADRIO, 2008).

Parasitismo

Os parasitas sd3o seres vivos que retiram de outros organismos 0S recursos
necessarios para a sua sobrevivéncia. Eles sdo considerados agressores, pois prejudicam
o organismo hospedeiro através do parasitismo (MEIRA, 2021). As interagcdes
antagdnicas consumidor-recurso, onde um individuo consome ou parasita outros
organismos (i.e. predador-presa, herbivoro-planta e parasita-hospedeiro) figuram entre
as interagdes mais comuns na natureza (MOORE, 2002; POULIN, 2010; RICKLEFS,
2010). As interagdes parasita-hospedeiro podem, ao longo do tempo evolutivo,
selecionar diversas adaptagdes nos parasitas que maximizam o processo de parasitismo
(FRANK; SCHMID-HEMPEL, 2008; MEIRA, 2021) em muitos casos os hospedeiros
desenvolvem adaptagdes ocasionadas pelo processo de parasitismo (BIRON et al.,
2006; EBERHARD, 2000; MAURE et al., 2011; POULIN, 1998; THOMAS et al.,
2002). A modificacdo comportamental do hospedeiro, provocada pela agdo de um
parasita, também conhecida de fendtipo estendido, ¢ um tipo de adaptacdo entre
parasitas e hospedeiros. O termo fenotipo estendido se utiliza devido o genotipo do
parasita ser expressado através de uma modificacdo comportamental ou fenotipica do
hospedeiro (COMBES, 2001). Entretanto, a maior parte dos estudos sobre parasitismo
tem enfoque nos sintomas que os parasitas causam nos seus hospedeiros e em padrdes

de concorréncia entre parasitas e hospedeiros em larga escala (COMBES, 2001).

3. MATERIAL E METODOS

Microrganismos
As linhagens de Aspergillus niger ATCC 1015 e FS1, Fusarium oxysporum,

Fusarium solani, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Sclerotinia

21



sclerotiorum, Sclerotium cepivorum e Sclerotium rolfsii foram obtidos da cole¢dao de

culturas LAMIF (Universidade Federal de Uberlandia, Monte Carmelo, MG, Brasil).

As culturas foram mantidas em placas contendo meio de cultura Batata Dextrose
Agar (BDA) a temperaturas 6timas de cada fungo a saber: 4. niger ATCC 1015, A. niger
FS1, F. oxysporum, F. solani, M. phaseolina, R. solani e S. rolfsii a 25 °C e S.

sclerotiorum e S. cepivorum a 20 °C.

Técnica do cultivo pareado
Culturas pareadas de 4. niger e cada um dos patogenos foram realizadas em placas

de Petri de 8,5 cm com meio de cultura batata dextrose agar (BDA). Discos de micélio
(0,5 cm de didmetro) foram obtidos das culturas puras de cada um dos patdégenos
radiculares e repicados a 2 cm de distancia da borda das placas de Petri. Da mesma forma,
no lado contrario das placas, a uma distancia de 2 cm da borda, foi colocado um disco de
micélio das linhagens de 4. niger (ATCC 1015 ou FS1) retirado de cultura pura. Como
controle, os fitopatégenos foram cultivados de forma isolada em placas de Petri a partir
de um disco de micélio colocado a 2 cm da borda das placas. As placas foram colocadas
em camara do tipo BOD com fotoperiodo 12/12 horas de luz/escuro (VIEIRA et al.,
2016).

A avaliagdo do didmetro do crescimento micelial dos patogenos foi realizada a
cada dois dias, até que o patdgeno do controle tomasse toda a placa, com o auxilio de um
paquimetro digital, sendo apds 4 dias de cultivo para S. rolfsii, 6 dias para S. cepivorum,
8 dias para R. solani, 6 dias para F. oxysporum, 6 dias para S. sclerotiorum, 4 dias para
M. phaseolina, 6 dias para F. solani. Para calculo da porcentagem de inibigdo do
crescimento micelial, foi aplicada a formula: % inibicao = [(crtest — crtrat) /crtest] x 100,
onde: crtest = crescimento radial controle; crtrat = crescimento radial tratamento. Ao final
do experimento foi feito a classificagao do potencial de inibicdo de acordo com a escala
descrita por Bell et al. (1982), sendo a Classe 1: 4. niger cresce sobre o patdogeno e ocupa
toda superficie da placa; Classe 2: A. niger ocupa pelo menos 75% da superficie da placa;
Classe 3: A. niger ocupa pelo menos 50% da superficie da placa; Classe 4: 4. niger cresce
sobre pelo menos 25% da placa e Classe 5: O patdgeno cresce sobre o A. niger e ocupa

toda a superficie da placa.
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Producdo de metabolitos voldteis
A fim de avaliar se as linhagens de 4. niger (ATCC 1015 e FS1) produzem

metabolitos volateis e o efeito desses metabolitos no crescimento dos sete patdogenos em
estudo, foi realizado o método de placas sobrepostas (BAKER; COOK, 1999). Discos de
micélio (0,5 cm de diametro) de cada um dos fitopatogenos foram repicados no centro de
placas de Petri de 8,5 cm contendo meio de cultura BDA. Paralelamente, discos de
micélio das linhagens de 4. niger foram inoculados em placas contendo meio de cultura
BDA. Logo apds, as placas foram abertas em condigdes assépticas e as placas contendo
os fitopatdgenos foram sobrepostas as de 4. niger e posteriormente unidas e vedadas por
filme de PVC para que os metabolitos volateis ndo escapassem. Como controle placas
repicadas com os fitopatdgenos foram sobrepostas a outras contendo apenas o meio de
cultura BDA. As placas foram incubadas em camara tipo BOD, nas mesmas condi¢des

do experimento em cultivo pareado (VIEIRA et al., 2016).

A avaliagdo do didmetro do crescimento micelial dos patogenos foi realizada a
cada dois dias, até que o patdgeno do controle tomasse toda a placa, com o auxilio de um
paquimetro digital, sendo apo6s apos 6 dias de cultivo para S. rolfsii, 6 dias para S.
cepivorum, 6 dias para R. solani, 8 dias para F. oxysporum, 6 dias para S. sclerotiorum, 4
dias para M. phaseolina, 8 dias para F. solani. Para calculo da porcentagem de inibi¢do
do crescimento micelial, foi aplicada a férmula: % inibi¢do = [(crtest — crtrat) /crtest] x

100, onde: crtest = crescimento radial controle; crtrat= crescimento radial tratamento.

Os dados também foram comparados por um teste de identidade de modelos

usando o pacote easyreg para o programa R (ARNHOLD, 2018).

Producdo de metabdlitos termoestaveis
A fim de verificar se as linhagens de 4. niger produzem metabolitos termoestaveis

que interferem no crescimento micelial dos fitopatdgenos, aliquotas de 100 mL de meio
BD (Batata-Dextrose) foram acondicionadas em frascos Erlenmeyers, esterilizadas em
autoclave e inoculadas com 1 mL de suspensdo de conidios das linhagens de A. niger em
concentracio de 107 conidios mL™!. As suspensdes de conidios das linhagens de 4. niger
(ATCC 1015 e FS1) foram preparadas utilizando mistura de agua destilada estéril com
Tween 20 a 0,1%. Ap6s o preparo da mistura, esta foi transferida para uma placa de Petri
cultivada com os fungos e, com auxilio de uma alg¢a de Drigalski previamente flambada,

desprendeu-se os conidios do meio de cultura, resultando na suspensdo. Os frascos foram
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incubados a 25 °C, em shaker sob agitagdo de 180 rpm, durante 15 dias. Ao final do
periodo de incubacdo, todas as amostras foram filtradas através de papel filtro
qualitativo. Em seguida foi adicionado 4gar nos Erlenmeyers a concentragio de 15 g L™!
e estes foram submetidos a autoclavagem a 121 °C durante 20 minutos (AMIN et al.,
2012). O meio de cultura autoclavado foi vertido em placas de Petri de 8,5 cm. Discos de
micélio (0,5 de diametro) de cada um dos patdégenos foram repicados, separadamente,
para o centro das placas. Como controle, os patégenos foram cultivados em placas de
Petri contendo apenas meio de cultura BDA. As placas foram colocadas em camera do

tipo BOD com fotoperiodo 12/12 horas de luz/escuro (VIEIRA et al., 2016).

A avaliagdo do diametro do crescimento micelial dos patogenos foi realizada a
cada dois dias, até que o patdgeno do controle tomasse toda a placa, com o auxilio de um
paquimetro digital, sendo ap6s 6 dias de cultivo para S. rolfsii, 6 dias para S. cepivorum,
6 dias para R. solani, 8 dias para F. oxysporum, 6 dias para S. sclerotiorum, 4 dias para
M. phaseolina, 8 dias para F. solani. Para calculo da porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial, foi aplicada a formula: % inibi¢ao = [(crtest — crtrat) /crtest] x 100,

onde: crtest = crescimento radial controle; crtrat= crescimento radial tratamento.

Com o objetivo de avaliar o efeito de os metabolitos termoestaveis na viabilidade
dos esclerodios dos fitopatogenos S. rolfsii, S. cepivorum e S. sclerotiorum, cinco
esclerodios de cada fungo obtidos de cultura pura foram transferidos com auxilio de uma
pinca estéril para placas de petri contendo o meio BDA previamente cultivado com as
linhagens de A. niger. As placas foram acondicionadas em camera BOD com fotoperiodo
12/12 horas de luz/escuro. Como controle, os esclerddios dos patdogenos foram colocados
em placas de Petri contendo apenas meio de cultura BDA. A avaliagao foi feita apds dois
dias, onde foi observado se havia crescimento micelial em volta do esclerédio, que o

caracterizava como viavel.
Analises estatisticas

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado
(DIC) com 5 repeticdes, onde cada placa de Petri constituiu uma unidade experimental.

Os dados foram submetidos a anéalise de variancia (p < 0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Efeito antagonico de A. niger em cultivo pareado com fungos patogénicos de solo
As linhagens de 4. niger (ATCC 1015 e FS1) nao diferiram significativamente

(Tabela 2), causando redu¢ao do crescimento micelial de F. solani, F. oxysporum, R.
solani e S. cepivorum (Figura 1). Isso evidencia que os provaveis mecanismos de controle
no cultivo pareado € caracteristico da espécie. O mesmo foi observado utilizando o fungo
Trichoderma spp. onde para trés isolados também ndo houve diferenca na atividade

antagodnica (SILVA et al., 2008).

Somente os patogenos F. solani, F. oxysporum e R. solani tiveram inibi¢ao do
crescimento micelial acima de 45% e foram agrupados na classe 3 de acordo com a Escala
de Bell et al. (1982). Trabalho utilizando um isolado de Bacillus subtilis teve percentuais
de inibi¢do de 13,74%, 7,7% e 50,36% para os respectivos fitopatogenos (VIEIRA et al.,
2016), onde pode ser observado melhor desempenho das linhagens de A. niger no controle
de F. solani e F. oxysporum. A inibi¢do de crescimento micelial acima de 40% demonstra
possivel potencial como agente de biocontrole (LANNA; FERRO; PINHO, 2010;
VIEIRA et al., 2016). Em relacdo aos demais patogenos, a inibi¢do de crescimento ndo

foi tdo eficiente, pois as porcentagens de inibi¢do ficaram abaixo de 40%.

Nas placas com os patdgenos F. oxysporum e F. solani ndo houve encontro entre
as colonias das linhagens de A4. niger e os respectivos patdégenos (Figuras 2 e 3) e pode
ser observado halo de inibicdo, indicando haver antagonismo. Porém, para R. solani o
modo de a¢do provavelmente € por parasitismo e competicdo, pois 0 antagonista se
desenvolveu sobre o fitopatogeno (Figura 4). Estes diferentes mecanismos de controle
entre fitopatdgenos ¢ comum e foi verificado também por Gabardo et al. (2020), onde foi
observado em cultivo pareado com Trichoderma asperellum halo de inibigdo apenas para
R. solani porém para os fungos S. rolfsii, S. sclerotiorum e C. dematium var. truncata nao

houve, confirmando diferentes mecanismos de controle para um mesmo antagonista.

Tabela 2: Inibi¢do de crescimento (%) de fungos de solo patogénicos em cultivo pareado
com linhagens de Aspergillus niger e classificacdo do potencial antagonico de acordo

com escala de Bell

A. niger
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Patogeno ATCC 1015 FS1

Sclerotium cepivorum 21.70% C4° 20.08 C4
Sclerotium rolfsii 18.91 C5 10.47 C5
Fusarium solani 48.68 C3 51.86 C3
Fusarium oxysporum 52.02 C3 53.72 C3
Rhizoctonia solani 47.45 C3 55.31C3
Sclerotinia sclerotiorum 15.47 C5 14.03 C5
Macrophomina phaseolina 37.86 C4 23.78 C4

30s valores das linhagens de 4. niger ndo diferiram pelo teste F (p > 0,05). ? Classificagio

do potencial de inibi¢do, de acordo com a escala proposta por Bell et al. (1982).

M. phaseolina

~_ F. solani

— —
= \

R. solani

F. oxysporum

[ Controle
[ ] ATCC 1015

I FS1

S. cepivorum

~ 8. sclerotiorum

S. rolfsii

Figura 1: Crescimento micelial dos patégenos de solo na presenga de linhagens de 4.

niger.
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Figura 2: Crescimento em cultivo pareado de Fusarium oxysporum com Aspergillus
niger ATCC 1015 (esquerda), FS1 (centro) e controle (direita). As imagens superiores

mostram a vista frontal das placas e as inferiores o verso das placas.

Figura 3: Crescimento em cultivo pareado de Fusarium solani com Aspergillus niger
ATCC 1015 (esquerda), FS1 (centro) e controle (direita). As imagens superiores mostram

a vista frontal das placas e as inferiores o verso das placas.
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Figura 4: Crescimento em cultivo pareado de Rhizoctonia solani com Aspergillus niger
ATCC 1015 (esquerda), FS1 (centro) e controle (direita). Asimagens superiores mostram

a vista frontal das placas e as inferiores o verso das placas.

Figura 5: Crescimento em cultivo pareado de Sclerotium cepivorum com Aspergillus
niger ATCC 1015 (esquerda), FS1 (centro) e controle (direita). As imagens superiores

mostram a vista frontal das placas e as inferiores o verso das placas.
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Figura 6: Crescimento em cultivo pareado de Sclerotium rolfsii com Aspergillus niger
ATCC 1015 (esquerda), FS1 (centro) e controle (direita). As imagens superiores mostram

a vista frontal das placas e as inferiores o verso das placas.

Inibicdo de crescimento de fungos patogénicos de solo por metabdlitos voldteis de A.
niger
As linhagens de 4. niger apresentaram producdo de provaveis metabolitos volateis

que reduziram o crescimento micelial das colonias de F. oxysporum, S. cepivorum e S.
rolfsii (Tabela 3). Segundo o teste de identidade de modelo (Figura 7) para S. cepivorum
a linhagem FS1 apresentou melhores resultados na inibi¢cdo do que a linhagem ATCC
1015, pois o mesmo ndo diferiu do controle que ndo possui metabolitos. J& para S. rolfsii
e F. oxysporum ambos as linhagens de 4. niger reduziram a taxa de crescimento destes
patégenos. A média de crescimento destes patdgenos na presenga das linhagens de 4.
niger foi de 13,5 e 5,4 mm d!, respectivamente, enquanto na auséncia foi de 21,3 ¢ 7,8
mm d!. A grande parte dos microrganismos agentes de biocontrole agem por antibiose
(BETTIOL; MORANDI, 1995), de forma que provaveis metabolitos produzidos por um
deles tem um efeito prejudicial ao outro, ndo necessariamente tendo que haver contato
fisico entre eles. Em termos praticos, este resultado ¢ muito interessante pensando no
controle bioldgico, pois o controle por metabolitos volateis dispensa o contato direto entre

0 antagonista e patdogeno, sendo um mecanismo importante no controle no solo.
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Para os demais fitopatogenos ndo houve diferenca significativa com a presenca

das linhagens de A. niger. Alguns fungos nio sdo sensiveis a determinados metabdlitos

produzidos e dessa forma ndo tem a inibicdo do crescimento micelial (DENNIS;

WEBSTER, 1971).

Tabela 3: Crescimento micelial (mm) de S. cepivorum, S. rolfsii, F. solani, F. oxysporum,

R. solani, S. scleotiorum e M. phaseolina sob exposicdo a metabolitos volateis de

Aspergillus niger.
A. niger
Patogeno ATCC 1015 FS1 Controle
Sclerotium cepivorum 75.922 75.1% 85°
Sclerotium rolfsii 62° 47.322 85°¢
Fusarium solani 77.01™ 77.34 78.34
Fusarium oxysporum 56.9% 60.97% 75.48°
Rhizoctonia solani 81.38™ 82.89 82.43
Sclerotinia sclerotiorum — 82.04™ 84.27 85
Macrophomina phaseolina 84.52™ 83.09 85

"SMédias das linhagens de A. niger ndo diferiram do controle pelo teste F (p > 0,05).

M¢édias seguidas por mesma letra nao diferem entre si pelo teste F (p > 0,05).
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Figura 7: Crescimento micelial (mm) dos fungos Sclerotium cepivorum, Sclerotium rolfsii e Fusarium oxysporum na presenga de possiveis
metabolitos volateis produzidos por diferentes linhagens de Aspergillus niger. Para cada patdogeno, modelos com letras iguais nao diferem

significativamente segundo o teste de identidade de modelo (p < 0,05).
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Figura 8: Crescimento de Fusarium oxysporum sob efeito inibidor de metabdlitos
volateis de Aspergillus niger ATCC 1015 (esquerda), FS1 (centro) e controle (direita).
As imagens superiores mostram a vista frontal das placas e as inferiores o verso das

placas.

Figura 9: Crescimento de Sclerotium cepivorum sob efeito inibidor de metabolitos

volateis de Aspergillus niger ATCC 1015 (esquerda), FS1 (centro) e controle (direita).
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As imagens superiores mostram a vista frontal das placas e as inferiores o verso das

placas.

Figura 10: Crescimento de Sclerotium rolfsii sob efeito inibidor de metabolitos volateis
de Aspergillus niger ATCC 1015 (esquerda), FS1 (centro) e controle (direita). As

imagens superiores mostram a vista frontal das placas e as inferiores o verso das placas.

Inibicao de crescimento de fungos patogénicos de solo por metabdlitos termoestdaveis
de A. niger e seu efeito sob a viabilidade de esclerddios de S. rolfsii, S. cepivorum e S.
scleotiorum

O filtrado da linhagem ATCC de A. niger contendo possiveis metabolitos

termoestaveis foi o Unico a reduzir o crescimento de M. phaseolina (Tabela 4). Na taxa
de crescimento (Figura 11) nota-se claramente o crescimento mais lento do patdgeno sob
esse tratamento quando comparado a controle (Figura 13). Para os demais patdgenos, ndo
houve producdo de metabdlito termoestavel capaz de reduzir ou inibir o crescimento
destes. Para F. oxysporum, mesmo ndo reduzindo significativamente o crescimento
micelial (Figura 12), observa-se menor vigor do micélio das placas contendo o filtrado
das linhagens de A. niger (Figura 14). Como observado por Martins-Corder e Melo
(1998), a producao de metabolitos toxicos com efeito fungistatico ou fungicida ¢ capaz
de se alterar entre isolados da mesma espécie no caso do estudo por Trichoderma spp.
Também foi observado por Carvalho et al. (2011), utilizando 7richoderma spp. para
controle de F. oxysporum onde obteve-se bons resultados de inibicdo de metabdlitos nao

volateis, porém melhores respostas para metabdlitos volateis. No presente trabalho a

33



redugdo de crescimento micelial por metabolitos volateis também foi mais positivo do
que para metabdlitos termoestaveis, onde a reducdo do crescimento foi para diferentes

patogenos.

Os esclerddios sdo estruturas de resisténcia que conseguem permanecer viaveis
por até 12 anos no solo (BRUSTOLIN; REIS; PEDRON, 2016). A redugdo da populagdo
de esclerddios ¢ essencial para o controle efetivo de patdogenos que produzem esse tipo
de estrutura. Entretanto os possiveis metabdlitos termoestaveis produzidos nao
interferiram na viabilidade dos esclerddios de S. rolfsii, S. cepivorum e S. sclerotiorum
que leva ao entendimento de que o controle dos patdégenos acontece apos a germinagao,

nao havendo inibi¢ao da colonizagdo inicial, mas competi¢do com o patdégeno.

Tabela 4: Efeito inibidor de metabolitos termoestaveis de Aspergillus niger sobre o
crescimento (mm) de S. cepivorum, S. rolfsii, F. solani, F. oxysporum, R. solani, S.

scleotiorum e M. phaseolina.

A. niger
Patégeno ATCC 1015 FS1 Controle
Sclerotium cepivorum 85™ 79.9 79.54
Sclerotium rolfsii 77.46™ 79.52 75.40
Fusarium solani 68.7" 73.36 73.68
Fusarium oxysporum 70.46" 72.02 79.18
Rhizoctonia solani 79.96™ 83.60 83.76
Sclerotinia sclerotiorum — 85™ 81.34 85
Macrophomina phaseolina 50.8a 71.94b 85b

"“Médias das linhagens de 4. niger ndo diferiram do controle pelo teste F (p > 0,05).

M¢édias seguidas por mesma letra nao diferem entre si pelo teste F (p > 0,05).
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Figura 11: Taxa de crescimento micelial de Macrophomina phaseolina sob efeito

inibidor de metabolitos termoestaveis de Aspergillus niger
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Figura 12: Taxa de crescimento micelial de Fusarium oxysporum sob efeito inibidor de

metabolitos termoestaveis de Aspergillus niger
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Figura 13: Crescimento de Macrophomina phaseolina sob efeito inibidor de metabolitos
termoestaveis de Aspergillus niger ATCC 1015 (esquerda), FS1 (centro) e controle
(direita). Asimagens superiores mostram a vista frontal das placas e as inferiores o verso

das placas.

Figura 14: Crescimento de Fusarium oxysporum sob efeito inibidor de metabdlitos
termoestaveis de Aspergillus niger ATCC 1015 (esquerda), FS1 (centro) e controle
(direita). Asimagens superiores mostram a vista frontal das placas e as inferiores o verso

das placas.
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Para ao menos uma das linhagens de 4. niger (ATCC 1015 e FS1) foi observado
a inibicao de crescimento para todos os fitopatdogenos em pelo menos um método, exceto
para Sclerotinia sclerotiorum que ndo apresentou nenhuma inibi¢do de crescimento em

funcdo dos métodos em estudo (Tabela 5).

Tabela 5: Potencial de biocontrole das linhagens de 4. niger (ATCC 1015 e FS1) em
funcao dos métodos de cultivo pareado, producdo de compostos volateis e de metabolitos

termoestaveis, para cada um dos fitopatogenos.

A. niger
Patégeno ATCC 1015 FS1
. . Metabolitos Volateis
Sclerotium cepivorum
Metabdlitos Volateis Metabdlitos Volateis
Sclerotium rolfsii
Fusarium solani Cultivo Pareado Cultivo Pareado
Cultivo Pareado Cultivo Pareado
Fusarium oxysporum Metabolitos Volateis Metabolitos Volateis
Rhizoctonia solani Cultivo Pareado Cultivo Pareado
Sclerotinia sclerotiorum
Macrophomina phaseolina Cultivo Pareado
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CONCLUSOES
Aspergillus niger inibe o crescimento in vitro de F. oxysporum, F. solani, M.

phaseolina, R. solani, S. cepivorum e S. rolfsii.

De forma geral, as linhagens de A. niger ndo diferem entre si no potencial de
biocontrole dos patdgenos avaliados.

Para F. oxysporum, F. solani e R. solani, a porcentagem de inibi¢do em cultivo
pareado com A. niger € superior a 45%.

Metabolitos volateis produzidos por A. niger reduzem o crescimento de S.
cepivorum, S. rolfsii e F. oxysporum.

Os metabdlitos termoestaveis produzidos pela linhagem ATCC 1015 reduzem o

crescimento de M. phaseolina.
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