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RESUMO

Perdas pods-colheitas sao significativas quanto ao aproveitamento de produgdes agricolas e
geram anualmente grande desperdicio de alimentos num mundo constantemente afetado pela
fome e insegurancga alimentar. Além disso, cada vez mais busca-se alternativas sustentaveis
que substituam ou reduzam métodos tradicionais de controle de doengas pos-colheita baseados
em compostos quimicos sintéticos que podem ser prejudiciais a saude humana e ao meio
ambiente.

Fungos endofiticos tém sido alvo de varios estudos por suas diversas aplicagbes
biotecnoldgicas. Microrganismos endofiticos ja sdo utilizados atualmente como fonte de
protecdo contra doengas incidentes no campo em relagdo a culturas agricolas de interesse
econbmico. A diversidade desses fungos tais como sua ampla produgdo de compostos
bioativos fomentam maior investigacdo e aprofundamento nessa alternativa e expansao para
novos ambitos, como o pds-colheita.

Neste trabalho foi realizado um levantamento bibliografico visando avaliar o potencial do uso de
fungos endofiticos e seus produtos no controle de patégenos causadores de doencgas
pos-colheita de frutas.

De forma geral, estudos in vivo e in vitro evidenciaram o uso de enddfitos como agentes
eficientes de biocontrole pés-colheita devido a atividade antifungica constatada contra os
principais patégenos atuantes neste periodo de manejo. Assim, os fungos endofiticos oferecem
um meétodo alternativo de controle de doencgas mais sustentavel, podendo substituir ou reduzir o

uso de fungicidas sintéticos.



ABSTRACT

Postharvest losses are significant to the agricultural production yield and generate a
considerable amount of food losses every year in a world constantly affected by starvation and
food unsafety. Moreover, sustainable alternatives are increasingly sought for replacing or
reducing conventional methods of postharvest diseases control based on synthetic chemical

compounds, which may be harmful to human health and environment.

Endophytic fungi has been the subject of several studies for its diverse biotechnological
appliance. Endophytic microbes are widely used as a protection against field disease incidence
of crops with economic interests. The fungal assortment such as its wealthy bioactive
compounds promote a deeper investigation about this alternative and expansion for new areas
as postharvest. At this study, a bibliographic survey was accomplished aiming to evaluate

endophytic fungi potential and its products in the control of postharvest fruits pathogens.

In general, in vivo and in vitro studies revealed the efficiency of endophytic fungi as post-harvest
biocontrol agents due its antifungal activity observed against the main pathogens of this
management period. Therefore, the endophytic fungi offer an alternative disease control method

more sustainable with the possibility of replacing or reducing synthetic fungicide appliances.
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1 INTRODUGAO

1.1 Agricultura e Pés-colheita

Uma das grandes preocupagdes enfrentadas no mundo atual a respeito ao futuro
do planeta e seus cidadaos € devido ao grande aumento populacional. Tal crescimento
gera sérios impactos, sendo um deles na alimentagdo mundial (ALEXANDRATOS &
BRUINSMA, 2012). De acordo com a Food and Agriculture Organization das Nagdes
Unidas, até o ano de 2050 a demanda por alimento e produtos agricolas aumentara
cerca de 70%, e com ela grandes consequéncias a estrutura agricola atual (KIAYA,
2014). Cada vez mais sao necessarias tecnologias e inovagbes para acompanhar o
acelerado crescimento e demanda na Agricultura (ANNEX, 2012). Além da necessidade
de inovacao e tecnologia para atender a demanda mundial, conferéncias e comissdes
ao longo de anos vém comprometendo paises com a responsabilidade de equilibrar
desenvolvimento e sustentabilidade (SCHENBERG, 2010). As ac¢des da maioria dos
paises tém priorizado o aumento da producdo, subestimando perdas e desperdicios
(KUMAR & KALITA, 2017). Dos dias de hoje até os mais adiantes, um dos maiores
desafios globais esta na ligacdo da busca por maior suprimento de alimento com o
desenvolvimento sustentavel atrelado a ele, um cenario ndo s6 favoravel ao uso da
biotecnologia mas que torna a area fundamental (KIAYA, 2014; CONFORTI et al., 2011).

Diante da grande demanda mundial por alimentos, um dos principais problemas
estd na grande perda de produtos até a chegada ao consumidor (KIAYA, 2014).
Anualmente, sdo perdidos cerca de um terco dos alimentos produzidos em todo o
mundo (SAWICKA, 2019). Estima-se uma perda de 30 a 50% de frutas e vegetais em
paises desenvolvidos. S6 em processos envolvidos no periodo pds-colheita ocorre a
perda de mais de um tergo dos produtos (SAWICKA, 2019). Devido a natureza viva de
frutas e vegetais, fatores como umidade relativa, temperatura, infec¢cdes por
microrganismos e até composicdo atmosférica alteram a vida de prateleira desses

produtos. A deterioragdo pode ser causada por danos fisicos, patégenos, disturbios
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fisiologicos, perda de nutrientes e vitaminas, dentre outros eventos (SINGH & SHARMA,
2018).

Dentre as perdas geradas pela degradacéao de frutas e vegetais que nao chegam
até o consumidor, 50 a 60% s&o devido a doencas pds-colheitas (LIMA et al., 2015).
Tais disturbios ocorrem especificamente apds a colheita e sdo causados por fatores
biéticos, em sua grande maioria fungos e bactérias (BENKEBLIA et al., 2011; SINGH &
SHARMA, 2018). Os microrganismos mais responsaveis sao os fungos Alternaria,
Aspergillus, Botrytis, Colletotrichum, Diplodia, Monilinia, Penicillium, Phomopsis,
Rhizopus, Mucor, e Sclerotinia, e as bactérias Erwinia e Pseudomonas (SINGH &
SHARMA, 2018). Em infec¢des latentes, mudancgas drasticas das condig¢des fisioldgicas
podem reativar o patdbgeno e levar ao desenvolvimento de doengas a longos periodos
ap6s a infeccao (SINGH & SHARMA, 2018; COATES & JOHNSON, 1997).
Anthracnose e Mofo Cinza em morangos sdo exemplos dessas doencgas. Além dessas,
existem doengas como Mofo Azul e Mofo Verde (Penicillium sp.) e Podriddao Mole
(Rhizopus stolonifer) (COATES & JOHNSON, 1997) que tem a causa relacionada a
alguma injuria sofrida durante ou depois da colheita, podendo ser de origem mecéanica

ou causada por insetos.

O melhor caminho de controlar perdas pds-colheita € evitar injurias por danos
mecanicos por meio de sanitizagdo e atraso do periodo de senescéncia, ainda que
sejam formas limitadas (NUNES, 2012). Os principais métodos de controle de doencas
pos-colheita em frutas e vegetais sdo de carater fisico, quimico e bioldgico (SINGH &
SHARMA, 2018). Um dos mais tradicionais e utilizados no controle de doencas
pos-colheita em frutas e vegetais é a aplicagao de fungicidas (COATES & JOHNSON,
1997; LASTOCHKINA et al., 2019). O método é recomendado como forma de
prevencdo de doengas pos-colheita, uma vez que a infec¢ao pelo fitopatdogeno ocorre
geralmente em momentos anteriores a colheita e se desenvolvem posteriormente no
fruto (ADASKAVEG & FORSTER, 2009; FELIZIANI & ROMANAZZI, 2013). Uns dos
fungicidas mais utilizados deste modo tém como mecanismo de agao a inibicao da
biossintese de metionina e da secregcdo de enzimas hidroliticas pelo fungo (FELIZIANI

& ROMANAZZI, 2013). Entretanto, tal uso gera graves consequéncias ao meio
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ambiente e a saude, além de promover resisténcia da cultura. Esses fatores reforcam
ainda mais a urgéncia de métodos alternativos para controle de perdas (ZHANG et al.,
2020; PAPOUTSIS et al., 2019).

Além da aplicagdo de fungicidas pré-colheita, existem tratamentos pods-colheita
que protegem frutas de patdégenos neste periodo por meio de métodos de aplicagéo
como imersao, sprays eletrostaticos, sachés e fumigag¢do. A fumigagdo com acido
acético, por exemplo, € um método efetivo de controle de Botrytis cinerea e Penicillium
expansum (SHOLBERG & GAUNCE, 1995), assim como oz6nio como fumigante
protege uvas da doenga mofo cinzento (GABLER et al., 2010). O principal fumigante € o
diéxido de enxofre (SO2) (BELLINCONTRO et al., 2017). O uso de sachés contendo o
gas também tém se mostrado efetivo no controle de mofo cinzento em frutas
(DOMINGUES et al., 2018; SAITO & XIAO, 2016), no entanto, apesar da efetividade, o
gas oferece riscos a saude humana (BELLINCONTRO et al., 2017).

1.2 Controle biolégico

A definicdo de controle biolégico ou produtos de biocontrole nomeia a pratica de
utilizacdo de organismos ou produtos de sua origem que resultem em uma reagao
benéfica a cultura. O método é baseado em mecanismos naturais de controle de pestes
e patégenos pela redugdo da propagacdo dos mesmos (LECOMTE et al., 2016;
VILLEMAINE, COMPAGNONE, FALCONNET, 2021; DE SILVA et al., 2019).

Segundo Singh & Sharma (2018) as estratégias de biocontrole mais viaveis no
controle pds-colheita sdo: inducido de resistentes, produtos naturais de plantas e o uso
de microrganismos antagonistas. Como plantas sdo uma grande fonte de
microrganismos e produtos naturais, o controle biolégico cada vez mais se destaca
como alternativa mais sustentavel frente aos defensivos quimicos. Além de menos
nocivo ao ambiente e a saude, o combate ao desenvolvimento de patdgenos
resistentes e eficiéncia também tornam o biocontrole um grande alvo de estudos.
(USALL, TORRES, TEIXIDO, 2016; DROBY et al., 2016).
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Organismos endofiticos s&o foco de potenciais produtos de biocontrole devido a
seus beneficios ao hospedeiro, como promog¢ao de crescimento e resisténcia da planta
a patégenos pestes e condi¢des adversas (HUANG et al., 2021; DE SILVA et al., 2019).
Dentre os mecanismos endofiticos mais explorados, segundo Huang et al. (2021) os
mais adequados para estudo em péds-colheita sdao os de interacdo entre planta
hospedeira, patégeno e antagonista endofitico e o mecanismo que inclui ainda a

interacao do hospedeiro, patégeno, antagonista e a microbiota do hospedeiro.

O mecanismo de antagonismo € um fendmeno natural que tem sido bastante
cogitado como um produto de biocontrole. Microrganismos antagonistas - bactérias,
leveduras e fungos filamentosos - produzem naturalmente compostos antifungicos
especificos, os quais inibem o crescimento e/ou metabolismo do patégeno-alvo
(DUKARE et.al., 2019). Alguns estudos indicam esse método como uma boa alternativa
de controle de perdas pdés-colheita (ZHANG et al., 2020; LASTOCHKINA et al., 2019).
Inclusive, em Dukare et al. (2019), os autores citam que a aplicagao apds a colheita é
ainda mais eficiente que a aplicagdao anterior. Nesse sentido, dentre bactérias e
leveduras, fungos antagonistas também apresentam sucesso em controle de doencgas
pos-colheita de frutas, como Trichoderma harzianum, T. harzianum, Trichoderma

koningii, T. viride, T. virens, Verticillium lecanii.

Ainda que bactérias e leveduras detém uma vasta area de estudo (DROBY et al.,
2016), os fungos também indicam um grande potencial a ser explorado como agente de

biocontrole em pos-colheita.

1.3 Fungos endofiticos

As primeiras definicbes de fungos endofiticos eram relacionadas a toda
comunidade fungica viva de uma planta (STONE et al., 2004). A propria definicao
original de Bary em 1866 descreve como endofitico qualquer microrganismo habitante
de tecidos vegetais vivos (CHAPLA; BIASETTO; ARAUJO, 2013). Do grego, em que

endo significa dentro e fitico, planta, a palavra endofitico ja introduz sua definicdo em
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seu sentido literal (SCHULZ & BOYLE, 2006; CARUSO et al., 2020). Dentre diversas
definigdes encontradas na literatura, a mais aceita é a que define tais microrganismos
como colonizadores assintomaticos de tecidos de plantas vivas. Assim também se
define os fungos endofiticos, em que pelo menos uma parte da vida mantém uma
relacdo mutualistica com a planta hospedeira (STONE et al.,, 2004; CHAPLA,
BIASETTO; ARAUJO, 2013; ZHENG et al., 2016)

Ocupando principalmente espacgos intra ou intercelulares, estes organismos
podem estar presentes em varias partes da planta hospedeira, como espermosfera (em
sementes), rizosfera (raizes), caulosfera (caule), filoplano (nas folhas), antosfera (nas
flores) e carposfera (nas frutas) (RANA et al., 2019), mas principalmente na rizosfera e
no floplano (YADAV, 2018). Estima-se que todas as espécies vegetais do planeta
abrigam pelo menos um tipo de fungo endofitico, além de se distribuirem amplamente
por diversas partes do mundo. (RANA et al., 2019)

Os microrganismos endofiticos podem ser divididos conforme a presenca ou
auséncia da capacidade de desenvolver estruturas externas. As micorrizas e as
bactérias fixadoras de nitrogénio por exemplo se incluem neste primeiro grupo
(MISHRA et al., 2014; AZEVEDO, 2014).

Estudos reportam fungos endofiticos ocorrendo num largo espectro de filos
fungicos (YADAV, 2018), embora a maioria seja de Ascomicetos (RAl et al., 2014).

A relacdo simbidtica com a planta hospedeira obtida de anos de adaptagao
conjunta, oferece beneficio mutuo (HUANG et al., 2021; RANA et al., 2019). Ao mesmo
tempo que recebe nutrientes e espago para seu crescimento e reprodugéo, o fungo
prové a planta uma maior resisténcia a estresses bidticos e abibticos, além de
disponibilizar compostos ativos com fungdes benéficas (RANA et al., 2019). Metabdlitos
como horménios, vitaminas, enzimas e até antibidticos contribuem para a protecao
patogénica e predatoria da planta, podendo contribuir também com seu crescimento.
Tais metabdlitos tém grande importancia biotecnolégica e grande espectro de aplicagao
(AZEVEDO, 2014; CARUSO, 2020).
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A relacédo entre fungo e planta hospedeira depende do equilibrio entre os dois
organismos. Estresse e condi¢gdes adversas podem converter a relagdo mutualistica em
patogénica. O fungo Fusarium oxysporum, por exemplo, pode ser isolado como
endofitico ou patdgeno (SILVA, 2006).

Fungos endofiticos tém ganhado grande importancia nas ultimas décadas,
grande parte devido a sua ampla produgao de compostos ativos e suas propriedades
antioxidantes, antimicrobianas, inseticidas, antitumorais, antivirais, antidiabéticas e
imunossupressoras (YADAV, 2018). Sua capacidade de produzir substancias derivadas
das plantas hospedeiras promovem grande prospecg¢ao de obtencao desses agentes.
Um exemplo é o taxol, importante agente anticancerigeno isolado da planta Taxus
brevifolia. No entanto, devido ao seu crescimento lento e aos altos custos de producao,
o uso de fungos endofiticos para obtengdo do tetraciclina diterpeno lactama oferece
uma alternativa mais viavel, visto que o desenvolvimento desses organismos é mais
rapido e facil (ABDEL-AZEEM, ABDEL-AZEEM, KHALIL, 2019; ZHOU, 2010).

Estudos recentes permitem encontrar varias aplicacdes de tecnologias
relacionadas a fungos endofiticos. Estes protagonizam inovacdes em areas da saude,
farmacéutica, agricultura (DEKA, TAYUNG, JHA, 2017; YADAV, 2018) e na industria
(RANA et al., 2019; PAMPHILE et al., 2017; ZHENG et al., 2016).

O interesse biotecnoldgico e agricola na utilizagcdo de fungos endofiticos é
voltado principalmente aos metabdlitos secundarios produzidos por estes
microrganismos, que além de serem explorados para promocao de crescimento, sao

ainda utilizados na protecao e rendimento da cultura (YADAYV, 2018; RAl et al., 2014).

Neste contexto, o estudo envolvendo os fungos endofiticos inclui a motivagao de
encontrar uma alternativa mais sustentavel e equivalente em eficiéncia para problemas
em diversas areas. Tal alternativa mais ecoldgica busca minimizar custos financeiros ao
passo que reduz os custos ambientais e ecoldgicos de forma inovadora e confiavel (RAI
et al., 2014; YADAY, 2018).
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1.4 Metabolitos

Os metabdlitos secundarios também estdo em foco na busca por alternativas
mais sustentaveis e seguras no combate de doengas de plantas, animais e até
humanas, buscando por efetividade e combate a patdgenos resistentes (PATIL, PATIL,
MAHESHWARI, 2016). Além da agricultura, estdo presentes no campo da medicina
(SECA, PINTO, 2018), farmacéutica (KABERA et al., 2014) e ganham cada vez mais

espago e descobertas.

Metabdlitos secundarios produzidos por plantas sdo compostos quimicos
derivados da rota primaria de metabdlitos da planta (KABERA et al., 2014; HUSSEIN;
EL-ANSSARY, 2018). Suas propriedades antibidticas, antifungicas e antivirais dao
consisténcia ao uso destes compostos como defensivos contra patégenos (HUSSEIN;
EL-ANSSARY, 2018; VINALE et al., 2017). As estrobilurinas, por exemplo, sdo uma
classe de fungicidas amplamente utilizada derivada de produtos naturais (BARTLETT et
al., 2002). Para combater a agdo de doengas e predagéao, as plantas contam com um
sistema de defesa. Sinalizagdes dentro da planta engatilham mecanismos como
indugdo da morte do patégeno por degradagdo enzimatica da parede celular ou
barrando sua entrada por construcao de barreiras poliméricas, por exemplo. A produgcao
de metabdlitos secundarios também é um mecanismo importante de prote¢cédo da planta
(ZAYNAB et al., 2018; ISAH, 2019).

Assim como as plantas, os fungos endofiticos sdo uma grande fonte de obtencao
de produtos naturais, como os metabdlitos secundarios. O intenso investimento na
exploracdo da produgdo de compostos com atividades bioativas por tais fungos
descende n&o apenas do potencial biossintético, mas também pela grande diversidade
desses organismos, aumentando ainda mais o espectro de estudo e aplicacdo (GAO,
LI, LOU, 2018; LUDWIG-MULLER, 2015). Mesmo ndo sendo essenciais para a
sobrevivéncia da planta, os fungos endofiticos desempenham um papel fundamental
em seu crescimento, desenvolvimento e reproducdo (KABERA et al., 2014). Embora
muitos fungos possam estabelecer uma relagéo tanto prejudicial (patogénica) quanto
benéfica (simbidtica) com a planta hospedeira, a propriedade antimicrobiana de

metabdlitos secundarios produzidos por fungos endofiticos combate a agdo patogénica
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dos fungos prejudiciais (RUSTAMOVA et al., 2020). Segundo Zaynab et al (2018), a
maioria dos metabdlitos secundarios possuem propriedades antifungicas. O fungo
Penicillium expansum, um importante patdgeno pds-colheita, apresentou em Rouissi et
al. (2013) atividade antifungica contra Botrytis cinerea, Monilinia laxa e Colletotrichum

acutatum por meio de metabdlitos secundarios.

A obtencdo de compostos originais da planta hospedeira por meio de fungos
endofiticos reduzem a dependéncia das condi¢cbes necessarias de producgao pela planta
(KUSARI, HERTWECK, SPITELLER, 2012), uma vez que nado dependem dela para
producdo. Além disso, esses fungos tém capacidade de produzir outros compostos que
sdo ausentes na planta hospedeira (RUSTAMOVA et al., 2020).

Em Huang et al (2021), compostos como alcaldides, antibiéticos e compostos
organicos volateis sdo metabdlitos mais indicados para agao em pos-colheita. Varios
fungos, inclusive leveduras, sdo reportados como produtores de compostos volateis
antifungicos, tornando-os potenciais agentes de biocontrole no combate de doencgas
pos-colheita. Alguns deles sao Trichoderma harzianum, Fusarium oxysporum e A.
pullulans (SPADARO, DROBY, 2016).

Dentre os metabdlitos produzidos por fungos, os compostos orgénicos volateis
(VOCs) desempenham um importante papel em estratégias de controle pds-colheita a
partir do método de biofumigacdo (SPADARO, DROBY, 2016). Apesar do processo
estar mais comumente relacionada com a aplicagdo no campo, a biofumigagao também
tém se mostrado eficiente na protecdo de frutas contra patégenos apds a colheita
(MARI, BAUTISTA-BANOS, SIVAKUMAR, 2016)

O interesse de produtos naturais na agricultura esta atrelado a vantagens que
esses compostos oferecem frente aos fungicidas convencionais. O menor tempo de
meia vida, por exemplo, reduz a acumulagdo de residuos prejudiciais, sendo mais
biodegradaveis. Além disso, a producdo desses compostos estd ligada a toda um
mecanismo de evolugdo de plantas e microrganismos que selecionam os melhores
métodos de defesa (SOKOVIC, GLAMOCLIJA, CIRIC, 2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Realizar um levantamento bibliografico aprofundado acerca do potencial de
fungos endofiticos e seus produtos no combate de patdégenos causadores de doencgas

pos-colheita.
2.2 Objetivos especificos
Por meio da revisao bibliografica o presente trabalho buscou:

a) Selecionar artigos em bibliotecas e acervos digitais;

b) Expor e discutir métodos utilizados e resultados obtidos dos estudos
selecionados;

c) Discutir limitagdes e tdpicos que ainda requerem atengado e investigacdo para

uso adequado dos fungos endofiticos e seus produtos.

3 METODOS
3.1 Busca bibliografica

Para a revisdo de literatura foram selecionadas as bibliotecas digitais Google
Scholar, Science Direct, PubMed e Scielo. Os idiomas pesquisados foram portugués e
inglés, ainda que a grande maioria dos estudos selecionados foram publicados no
segundo idioma. As palavras-chaves buscadas foram endophytic fungi, postharvest

control, biocontrol, metabolites, compounds.
Os critérios adotados para selegao dos artigos para revisao foram:

a) o ano de publicagao superior ao ano 2000;
b) o tema abordado incluir fungos endofiticos atuando no controle de algum

patdgeno ou doenga fungica de fruta que ocorre em pos-colheita.
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Os artigos selecionados se encontram na Tabela 1. Cerca de 50 resultados foram

explorados em cada um dos bancos de pesquisa.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Levantamento bibliografico

A busca seguindo todos os critérios mencionados no tépico anterior resultou na
selecao de 38 artigos no total. Abaixo, a Figura 1 mostra a porcentagem de trabalhos

dentro de cada biblioteca consultada.

Science Direct

~n 7o
24 (o

Google Scholar
40.9%

Pubmed

13 6%

U]

Scielo

22.(%

Figura 1: Porcentagem0O de artigos selecionados para cada biblioteca digital consultada.
Fonte do proprio autor.

Além disso, a busca bibliografica permitiu também a observagéo do progresso de
estudos ao longo do tempo. Na Figura 2, os maiores picos com maior quantidade de
artigos selecionados correspondem aos anos 2010, 2012, 2016 e 2021, indicando a

tendéncia crescente de estudo do tema abordado.
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Artigos

Ano de publicagdo

Figura 2: Quantidade de estudos selecionados para revisdo em cada ano desde 2001 até 2021.
Fonte do proprio autor.

4.2 Selegao de artigos

Os estudos foram divididos em ensaios in vivo e in vitro. Os ensaios in vivo
abordam o uso do fungo endofitico diretamente relacionado a uma doenga pds-colheita
que afeta determinada cultura, com aplicagao direta no fruto de interesse do estudo. Ja
os estudos in vitro abordam a aplicagdo do fungo endofitico contra um patdégeno

causador de doenca pos-colheita, indicando possivel aplicacao futura in vivo.

IN VITRO
” Planta , A
Fungo Endofitico . Patégeno Fruto/vegetal Referéncia
hospedeira
Phomonpsis cassiae Cassia Cladosporium ) SILVA et al.,
P spectabilis cladosporioides 2005
C.
Cinnamomum cladosporioides MERCIER e
Muscodor albus 620 Jevianicum , A. Niger, P, - JIMENEZ,
4 expansum, C. 2007

globosum
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B. cinerea, P

Muscodor albus 620 Cmnamomum exapansus e S RAMIN etal.,
zeylanicum . 2009
sclerotiorum
Fusarium
Fusarium solani Taxus baccata 'p g BARIK e JHA,
niger and 2010
Rhizopus
stolonifer
Chaetomium globosum Ginkgo biloba A. alternata Ll etal., 2011
Phomopsis cassiae Cassia Cladosporium ZANARDI et
P spectabilis cladosporioides al., 2012
. BRAUN et al.,
Muscodor albus A. niger 2012
Phaeosphaeria nodorum Prunus Monilinia PIMENTA et
P domestica fructicola al., 2012
D. phaseolorum e T.  Espeletia . MILES et al.,
. B. cinerea
atroviride complex 2012
. Espeletia MILES et al.,
F. proliferatum complex F. oxysporum 2012
B. cinerea, A.
solani, A.
alternata, C.
, . . gloeosporioides
Aspergillus fumigatus  Melia 'F solani, F. Ll et al., 2012
LN-4 azedarach
oxysporum f.
sp. niveum, F.
oxysporum f.
sp. vasinfectum
KUMAR,
Chaetomium alobosurm Withania Sclerotinia KAUSHIK,
g somnifera sclerotiorum PROKSCH,
2013
Bionectria ochroleuca, e F 0)'(ysp orum, COSOVEANU
. Vitis vinifera L B cinereae A
Alternaria sp. etal., 2014
alternata
Chaetomium globosum Brassica napus S. sclerotiorum ZHA;?' :t al.,
Trichoderma . . . SHENTU et al.,
, Allium sativum B.cinerea
brevicompactum 2014




NOUMEUR,
B11C29 (nédo Artemisia Botrytis cinerea i MANCINI,
identificado pelo autor) absinthium ROMANAZZI,
2015
A. parasiticus,
Fungos isolados ndo  Eugenia C. ) MALTA et al.,
identificados dysenterica DC gloeosporioides 2015
e M. fructicola
Fungos isolados ndo A/;-r;zrz;/;cl:sé DE SENA
g e Myrciaria dubia ’ - CORREIA et
identificados C.
. al., 2015
gloeosporioides
TERHONEN,
Phialocephala . SIPARI,
sphaeroides Norway spruce Botrytis cinerea - ASIEGBU,
2016
. Houttuynia . PAN et al.,
Chaetomium globosum cordata Botrytis cinerea - 2016
o . SANCHEZ-FE
Nodulisporium sp SG:r’I,Z’g_,’a A(;:(Zaglr;nf - RNANDEZ et
P ysp al., 2016
Colletotrichum crassipes Casearia Cladosporium ) CHAPLA et al.,
P sylvestris cladosporioides 2018
Nodulisporium s Peperomia Penicillium ) YEH et al.,
P P dindygulensis digitatum 2021
IN VIVO
Fungo Endofitico PIanta_ Patogeno/ Fruto/vegetal Referéncia
hospedeira doenga
Cinnamomum  P.expansus e MERCIER,
Muscodor albus 620 . -exp , Maca JIMENEZ,
zeylanicum B.cinerea
2004
Cinnamomum Monilinia MERCIER,
Muscodor albus 620 . ) Péssego JIMENEZ,
zeylanicum fructicola
2004
Cinnamomum Zezggm MERCIER,
Muscodor albus 620 . g ) Limao SMILANICK,
zeylanicum Geotrichum
o .. 2005
citri-aurantii
Cinnamomum Monilinia SCHNABEL,
Muscodor albus 620 . . Péssego MERCIER,
zeylanicum fructicola
2006
Muscodor albus 620 Cmnamomum Botrytis cinerea Uva GABLER etal,
zeylanicum 2006
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Botrytis

cinerea,
Muscodor albus 620 Cmnan":omum Penicillium Maca RAMIN et al.,
zeylanicum expansum e 2007
Sclerotinia
sclerotiorum
Muscodor albus 620 Cmnamomum S. sclergtlorum Maca SCHOTSMAN
zeylanicum e B. cinerea Setal., 2008
MERCIER,
Cinnamomum Podridao da LEGO,
Muscodor albus 620 zeylanicum uva Uva SMILANICK,
2010
Oxyporus Capsicum L ~ LEE et al.,
latemarginatus EF069 annum L. Botrytis cinerea Maga 2009
Nodulisporium sp. Cinnamomum B.cinerea e Macs PARK et al.,
CFo016 loureirii P.expansus ¢ 2010
Nodulisporium s Lagerstroemia  P.digitatum e P, Limao Suwannarach
P PP loudonii expansum etal.,, 2013
Fusarium oxysporum  Brassica Napus Botrytis cinerea Tomate ZHA';; :t al.
NOUMEUR,
. Artemisia . MANCINI,
Penicillium sp absinthium Botrytis cinerea Uva ROMANAZZI,
2015
Muscodor suthepensis Cinnamomum Penicillium Tanaerina SUWANNARA
CMU-Cib462 bejolghota digitatum 9 CHetal., 2016
Rh/z'o'p u S SP-, Frutas
. , Olea europaea Penicillium sp. a LIARZI et al.,
Daldinia cf. concentrica , orgénicas
L. e Aspergillus 2016
secas
sp
MEDINA-ROM
ERO,
Hypoxylon anthochroum Fusarium Tomate ROQUE-FLOR
oxysporum ES,
MACIAS-RUBA

LCAVA, 2017
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Bursera
lancifolia,
Sellrlizm:’lla Fusarium MACIAS-RUBA
Hypoxylon anthochroum .p ’ Tomate LCAVA et al.,
Hippocratea oxysporum 2018
acapulcensis,
Sapium
macrocarpum
Trichoderma Schefflera F. oxysporum e Pimenta KHRUENGSAI
afroharzianum leucantha F. proliferatum et al., 2021
Daldinia eschscholtzii  B. prionitis Colletotrichum Morango KHRUENGSAI
acutatum et al., 2021

Tabela 1: Estudos in vivo e in vitro selecionados para revisdo, organizados em fungo endofitico
analisado, planta hospedeira do fungo, patégeno ou doenga alvo, fruto acometido e referéncia do estudo.
Fonte do proprio autor.

4.3 Analise da atividade no controle pés-colheita dos fungos endofiticos

4.3.1 Muscodor sp.

Muscodor albus Worapong, Strobel & W.M. Hess (M.albus 620) é um fungo
endofitico isolado da planta Cinnamomum zeylanicum (LACEY & NEVEN, 2006;
BANERJEE et al., 2014).

Vérias espécies do género Muscodor foram constatadas como produtoras de um
amplo espectro de substancias bioativas, como os compostos organicos volateis
(VOCs) com propriedades antifungicas, antibacterianas, insecticida, etc (KADDES et al.,
2019; GUPTA & MESHRAM, 2018; SCHOTSMANS et al., 2008). Por esta razdo, o
fungo  Muscodor spp. vém sendo muito utilizado na técnica de
biofumigacao/micofumigacao, direcionada ao controle de patdgenos pds-colheita
(GUPTA & MESHRAM, 2018).

O termo micofumigacéo foi utilizado por Strobel et al para denominar o uso de
VOCs produzidos por microrganismos endofiticos para controlar determinados
organismos prejudiciais (ELSHERBINY et al., 2020; LEE et al., 2009).
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4.3.1.1 Botrytis cinerea

O patdégeno causador do mofo cinzento é o principal fungo fitopatogénico
necrotréfico estudado mundialmente (BOLIVAR-ANILLO, GARRIDO, COLLADO, 2020).
Afeta uma ampla diversidade de espécies vegetais, sendo o principal patégeno do
morango, uva, maga e tomate (HE et al., 2019; HUANG et al., 2021). Um dos principais
patdgenos pos-colheita, € considerado o segundo principal fitopatégeno, gerando

anualmente grandes perdas econémicas (HUA et al., 2018; HUANG et al., 2021).

O fungo mais recorrente nos estudos com alvo em B. cinerea foi o endofitico

Muscodor albus.

Em Mercier & Jiménez (2004), estudos in vitro e in vivo apresentaram boa
inibicdo contra o patégeno em questdo. Independente do tempo de fumigacao, 30g de
inéculo do fungo M. albus 620 foram suficientes para inibir a infecgdo de mofo cinzento
pelas macas por 14 dias. Ensaios in vivo também em macas, realizados por Ramin et
al. (2007), indicaram inibicdo de B. cinerea dentre outros dois patégenos em 5
diferentes variedades. A biofumigagdo com 0,5 g/L de cultura de M. albus por 24h ja foi

suficiente para controle de mofo cinzento.

Apesar de todo o potencial do fungo M. albus, existem algumas limitagdes de seu
uso em proporgdes comerciais e industriais. Devido a natureza tropical do endofitico, a
temperatura € um fator fundamental em seu crescimento (BRAUN et al., 2012). Para
testar também condi¢des de eficiéncia da biofumigacdo com M. albus, Shotsmans et al.
(2008) realizou ensaios in vitro e in vivo em magas. In vitro, todos os patégenos
fungicos, incluindo B. cinerea foram inibidos independente da temperatura ou condigdes
atmosféricas testadas. Embora o crescimento do fungo biofumigante tenha sido
reduzido em temperaturas inferiores a 5°C, os fungos patogénicos permaneceram em
inibicdo a 3°C. In vivo, B. cinerea, em condigao de ar regular, teve 50% de reduc¢do do
seu didmetro comparado ao controle. Quanto a circulagdo de ar, Ramin et al. (2005)

também testaram a influéncia de ventilagao na eficiéncia do agente de biofumigacéao M.
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albus, constatando-a como significativa. A exposigdo a compostos volateis de 0,25g/L
de cultura do fungo endofitico com circulagado de ar resultou em inibicdo de todos os
patdgenos testados, inclusive B. cinerea. O fungo fitopatogénico teve seu crescimento
inibido na presenga de 1,0g/L de cultura de M. albus com ventilagdo. Quanto aos
compostos volateis produzidos pelo fungo endofitico, o identificado como acido butirico
teve acgao inibitéria sobre B. cinerea a 25uL/L. 2-metil-1-butanol provocou morte ou
supressao de B.cinerea a 100uL/L. Em uvas, a biofumigagao se mostrou bem efetiva no
controle do mofo cinzento em diferentes condigdes de temperatura. Gabler et al. (2006)
demonstrou inibicdo significativa de inéculos de B. cinerea in vivo em todas as
temperaturas testadas (0.5, 5, 15 20°C) pela mesma cepa de Mercier & Jiménez M.
albus 620. Além disso, foi observado que o0 aumento do tempo entre a inoculagao e a

biofumigacéao reduz a inibigao.

E importante considerar a compatibilidade de métodos que envolvem o uso de
fungos endofiticos com proporgdes comerciais, aproximando assim da aplicagdo no
mercado. Em Mercier, Lego e Smilanick (2010), o método aplicado para biofumigacao
de M.albus no controle de podriddao de uvas foi o uso de sachés. Além disso, o estudo
também avaliou a influéncia de atmosfera modificada no experimento. A inibicdo do
principal patégeno presente na podridao, B cinerea, foi mais eficiente no tratamento
com presenca dos sachés e da atmosfera modificada, comprovando a hipétese de
maior eficiéncia com combinacdo das duas técnicas. Tal evidéncia indica também a

compatibilidade da biofumigag¢ao por M.albus com o manejo comercial de uvas.

4.3.1.2 Penicillium sp.

As espécies do género Penicillium sao conhecidas por produzir diversas
substancias, dentre elas as micotoxinas. (CAMILETTI et al., 2014; PERRONE &
SUSCA, 2017). Os danos provocados por esses metabdlitos, por serem prejudiciais a
qualidade e ao consumo dos frutos infectados, somam-se as perdas econdmicas
causadas por esse fungo, tornando cada vez mais necessario seu controle (YU et al.,
2020).
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A doenga mofo verde causada pelo fungo Penicillium digitatum é uma das
principais doengas pos-colheita de frutas citricas (PALOU, 2014). As principais formas
de evitar infecgdes por P. digitatum atualmente sédo controle de temperatura de manejo,
aplicacdo de fungicidas pos-colheita e evitar injurias. No entanto, a aplicacdo de
defensivos quimicos gera cada dia mais consequéncias nocivas em varios ambitos

(Mercier, Lego e Smilanick, 2005).

Em Suwannarach et al. (2016), o fungo endofitico Muscodor suthepensis
CMU-Cib462 isolado da planta Cinnamomum bejolghota por Suwannarach et al. (2013),
apresentou boa performance como agente de controle do causador do mofo verde. Em
ensaio in vitro de culturas pareadas, VOCs produzidos pelo fungo biofumigante foram
responsaveis pela inibicdo completa do micélio de P. digitatum. Pela técnica GC-MS, foi
possivel identificar os dois compostos mais abundantes e assim avalia-los
separadamente, comprovando sua agao antifungica contra P. digitatum. In vivo, a
avaliagao da inibicdo do mofo verde em tangerinas também foi positiva. Apresentando
dependéncia da quantidade do fumigante, quanto maior a dose tratada, menores foram
as lesbes da doenga. O tempo de fumigagao também foi um fator avaliado, indicando
também influéncia significativa. O tempo minimo de controle foi de 12h, inibindo o

crescimento do patdégeno até o ultimo dia de experimento (15° dia).

Em Mercier & Smilanick (2005), o fungo endofitico M. albus 620 também foi
empregado como agente de biocontrole contra mofo verde, nesse caso em limdes. A
doenga foi significativamente inibida mesmo com a fumigagdo ocorrida 24h apés a
inoculagdo. O estudo também comprovou a efetividade da fumigagcédo nos
armazenamentos em camara e em embalagens, o que credibiliza ainda mais a

aplicagao da biofumigagcao no manejo de frutas.

O fungo Penicillium expansum é o principal causador de decomposigao fungica
de macgas. A forma mais utilizada de controle desse patéogeno tem sido aplicagao de
fungicidas sintéticos pré-colheita (YU et al., 2020). Em Mercier & Jiménez (2007) a
fumigacao in vitro com M. albus apresentou bons resultados de inibicdo contra P.
expansum. A partir da fumigagédo in vitro de 30g por 48h em caixas fechadas o

crescimento foi completamente inibido. Em Mercier & Jiménez (2004), a proposta de
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método alternativo de controle de patdégeno causador de mofo azul em magas se
mostrou eficiente tanto in vitro quanto in vivo. O processo de fumigacédo a partir do
fungo endofitico M. albus 620 garantiu inibicdo da doencga por mais de duas semanas,
independente da quantidade aplicada. Assim resultou também a fumigagcado de macéas

por Ramin et al. (2007) a partir do mesmo endofitico.

Na avaliacdo da interferéncia de condicbes de atmosfera e temperatura por
Ramin et al. (2005), a eficiéncia dos VOCs produzidos por M. albus 620 ndo mostrou

dependéncia de nenhum dos fatores, uma vez que a inibigao foi a mesma.

4.3.1.3 Monilinia fructicola

Monilinia fructicola € um dos fungos causadores da podridao parda (MARI et al.,
2012). Para conter a doencga tanto em pré quanto pés-colheita, sdo aplicados fungicidas
quimicos na cultura. O controle biologico ja vem sendo uma alternativa estudada para
proteger os campos da doenga (MOREIRA et al, 2002). Apesar dos danos causados no
campo, a maior perda estda nos periodos de armazenamento e transporte
(GRZEGORCZYK et al., 2017)

A fumigacdo como controle de podriddo marrom em péssegos foi muito efetiva
tanto in vitro quanto in vivo, de acordo com Mercier & Jiménez (2004). No estudo em
que o tempo de fumigagao também foi avaliado, a doencga foi completamente inibida por

10 dias em todos os periodos testados (24, 48, 72h e 5 dias).

De acordo com Schnabel & Mercier (2006), a forma de aplicagdo do fungo
endofitico foi por meio de sachés. De forma geral, a biofumigacdo em sachés foi bem
sucedida na protegcao dos péssegos da infecgao de podriddo marrom em camara fria de
1 a 2°C. O estudo mostrou a viabilidade logistica da biofumigacdo em sachés para
aumentar a conservagao de frutos armazenados e transportados em caixas sob baixas
temperaturas. Tal evidéncia € muito relevante, uma vez que atualmente a cadeia fria é
um processo muito utilizado para conservagdo de produtos agroalimentares até a
chegada ao varejo (FERREIRA, 2017; REGO, 2016).
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O uso de sachés também apresentou bons resultados em Mercier, Lego e
Smilanick (2010). No estudo, além da fumigagdo em sachés a influéncia da atmosfera
modificada também foi avaliada no controle da podridao de uva. Os autores mostraram
que a combinagdo dos sachés com atmosfera modificada (redugdo de perda de
umidade e maior concentragdo de CO2) apresentou a melhor performance inibitoria.
Tais resultados indicam a compatibilidade da fumigagdo por sachés com o manejo
comercial de uvas em caixas, podendo aumentar significativamente a durabilidade das

uvas tanto no armazenamento quanto no transporte.

4.3.1.4 Sclerotinia sclerotiorum

O fungo necrotréfico Sclerotinia sclerotiorum afeta 408 espécies diferentes de
plantas e uma vasta variedade de culturas comerciais (ELSHERBINY & TAHER, 2018;
LEE et al., 2015). O fungo causador da podridao de cenoura é responsavel por perdas
tanto do campo quanto durante o armazenamento e considerado um dos principais
patégenos pos-colheita (ELSHERBINY & TAHER, 2018; RAMIN et al., 2005; RAMIN et
al., 2007).

Em Ramin et al. (2007) e em Shotsmans et al. (2008) a biofumigagdo com M.
albus 620 tiveram efeito significativo na redu¢ao do patégeno S. sclorotiorum em macgas
infectadas. No ultimo estudo ainda houve inibicdo independente das condigbes de
temperatura e atmosfera tanto no teste in vivo quanto in vitro. Similarmente, Ramin et
al. (2005) nao observou dependéncia da circulacdo de ar no efeito inibidor do
biofumigante in vitro. Além disso, o composto etil butirato isolado do fungo endofitico se
mostrou eficiente apenas no controle de S. sclerotiorum frente aos demais patégenos

testados.

4.3.1.5 Aspergillus sp.
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Em Braun et al. (2012), a questédo levantada foi em relagdo a viabilidade do uso
do fungo M. albus sob as condicbes convencionais de armazenamento e suas
limitagdes comerciais. Isso devido a origem do fungo de clima tropical, como ja citado
no topico 4.3.1.1, e a algumas substéncias produzidas serem toxicas ao consumo
humano. O estudo propde a substituicdo do fungo por seus volateis, uma vez que os
resultados foram favoraveis no controle do causador do mofo negro, Aspergillus niger,
(LI et al., 2017) sob baixa temperatura. O efeito da mistura de acido isobutirico e
2-metil-1-butanol garantiram inibigdo de 90% de A. niger tanto em condi¢gdes ambientes
quanto em 3°C. Tal resultado reforca o composto acido butirico como VOC produzido
pelo fungo M. albus mais estudado por sua atividade antifungica (CORCUFF et al.,
2011). O efeito do mesmo composto também foi observado em outras espécies do
género Aspergillus em Mercer & Jiménez, 2007. Os VOCs do fungo M. albus 620
causaram morte ou inibicdo de Aspergillus sp. e Penicillium sp, em que o mais
abundante identificado foi o composto acido isobutirico, seguido de 2-metil-1-butanol e

isobutanol.

4.3.2 Nodulisporium sp.

O género Nodulisporium e seu teleomorfo, Hypoxylon, é reportado como grande
fonte de produgdo de VOCs que possuem importantes atividades biologicas
(SANCHEZ-FERNANDEZ et al., 2016; HASSAN et al., 2013).

De acordo com Park et al. (2010) a fumigacgao in vitro se mostrou eficaz contra
todos os patdgenos testados. O fungo endofitico Nodulisporium CF016, dentre os 38
isolados da arvore Cinnamomum loureirii, teve atividade antifungica fungicida registrada
contra o causador do mofo cinzento, B. cinerea, 3 dias apds exposicao ao
biofumigante. In vivo, foi observada uma relagéo dependente do efeito da fumigacéo e a
dose do fungo. Culturas solidas de 12.5, 25.0 e 509 resultaram supresséo de 35%, 68%
e 88% das lesdes de mofo cinzento (B. cinerea) nas macgas, respectivamente; e 12.5,
25 e 50g resultaram em supressao de 38, 58 e 76% de mofo azul (P. expansum),

respectivamente. [In vitro, os fungos em que endofitico exerceu atividade fungistatica
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foram Fusarium oxysporum e Penicillium expansum, ja os que o endofitico exerceu
atividade fungicida foram S. sclorotiorum, C. coccodes e B. cinerea apresentando 100%

de inibicao sob efeito fumigador de Nodulisporium CF016.

Em Suwannarach et al (2013), dentre os 46 fungos endofiticos isolados da
espécie Lagerstroemia loudoni, o fungo Nodulisporium CMU-UPE34 foi o unico que teve
atividade antifungica constatada. In vitro, P. digitatum e P. expansum apresentaram
inibicdo de cerca de 83 e 87%, respectivamente. Ja no ensaio in vivo em ftrés
variedades de limdes, a dose minima de fumigacao para controle de mofo azul causado
pelo fungo P. digitatum foi de 60g, enquanto que para controle de mofo verde, causado
pelo fungo P. expansum foi de 50g. Dentre os 31 compostos volateis produzidos pelo

fungo endofitico estudado, o isolado mais abundante foi o eucaliptol.

YEH et al. (2021) também sugere o uso do endofitico Nodulisporium sp. como
agente de controle de doencgas pods-colheita causadas por Penicillium digitatum. O
fungo Nodulisporium PDL-005, isolado da planta medicinal Peperomia dindygulensis,
provocou inibigdo do crescimento micelial de P.digitatum Cmep1-3 em 88.2%(£13.5). In
vivo, laranjas inoculadas e incubadas com o fungo PDL-005 por 6 dias foram
completamente protegidas do mofo verde em todas as doses de fumigacéo testadas
(20, 40 e 50g). Ademais, o método analitico GC/MS indicou os compostos
2-etil-2-hexenal e 2,4-dimetil-1.3-ciclopentanodiona, produzidos pelo fungo endofitico

estudado, como principais responsaveis pelo controle da doenca.

De acordo com Sanchez-Fernandez et al. (2016), o fungo endofitico
Nodulisporium sp., isolado da planta Gliricidia sepium, também pode ser um agente de
controle dos fitopatdégenos F. oxysporum e A. solani, causadores de doencgas
pos-colheita. No ensaio in vitro de culturas pareadas, apos 8 dias de interagao entre a
cepa Nodulisporium sp GS4d2ll1a e o patégeno, os fungos F oxysporum e A. solani
foram completamente inibidos, com avango do crescimento do endofitico sobre os
patdgenos. Além disso, no teste multiplo de avaliagéo de atividade antagonista, em que
o fungo foi colocado a distancia para avaliar a efetividade dos VOCs produzidos, apés 6
dias a maior supresséo observada foi de F. oxysporum com 73.8% de inibigdo. Apos 8

dias, a inibicdo de A. solani foi de 75.4%.
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Em Macias-Rubalcava et al. (2018), quatro diferentes cepas de Hypoxylon
anthochroum de diferentes plantas hospedeiras foram avaliadas quanto ao seu
potencial de micofumigacdo no controle do fitopatdégeno F. oxysporum. Quase todas
apresentaram VOCs efetivos no controle in vivo de tomates cereja inoculados, com
inibicdo minima de 50%. O maior valor de inibicdo foi de 80% em 5 dias pela cepa
Haeg2. Dos 36 VOCs produzidos pelas 4 cepas, o principal foi eucaliptol. Segundo o
autor, esse composto é o mais encontrado em espécies do género Hypoxylon. O estudo
também revelou que o efeito da micofumigacdo envolve inibicdo do crescimento e
respiragdo do patdégeno, havendo também alteracdo da membrana celular e da
morfologia das hifas. O mesmo foi observado em Medina-Romero, Roque-Flores,
Macias-Rubalcava (2017). Além disso, no estudo publicado em 2017, 6 VOCs
produzidos por H. anthochroum e H. amthochroum Blaci foram avaliados em ensaios in
vitro e in vivo quanto a eficiéncia da atividade antifungica contra £ oxysporum. Em
ambos o0s ensaios, os melhores resultados de inibicdo foram dos tratamentos com
mistura dos 6 VOCs e o com mistura de alcoois. A mistura de VOCs ¢é formada pelos
principais grupos produzidos por microrganismos: alcoois e monoterpenos
(MEDINA-ROMERO, ROQUE-FLORES, MACIAS-RUBALCAVA, 2017).

4.3.3 Fusarium sp.

Fungos endofiticos do género Fusarium sao reportados com produtores de
diversas substédncia com propriedades antifungicas, fitotoxicas, antibacterianas,
inseticidas e citotoxicas (KORNSAKULKARN et al., 2011).

Em Zhang et al. (2014), o fungo endofitico, F. oxysporum CanR-46, isolado da
planta Brassica Napus, dentre outros 97 isolados, apresentou VOCs com capacidade
antifungica eficaz no controle de B. cinerea tanto in vitro quanto in vivo. Pelo método de
culturas pareadas, os VOCs inibiram o patégeno em 91% comparado ao controle. Ja in
vivo, com aplicagdo do patdégeno em tomates, o tratamento contendo F. oxysporum e
B.cinerea e o controle positivo, contendo apenas F.oxysporum, nao apresentaram

nenhum sintoma da doenga mofo cinzento.
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O fungo endofitico isolado da planta Taxus baccata em Tayung et al. (2010) foi
identificado como Fusarium solani. Os metabdlitos produzidos pelo fungo foram
eficientes no controle de trés patégenos pds-colheita, Fusarium oxysporum, Aspergillus

niger e Rhizopus stolonifer, com inibigao de 50%.

Outro fungo do género com potencial antifungico avaliado foi o Fusarium
proliferatum por Miles et al. (2012). No ensaio in vitro, os metabdlitos do endofitico

foram capazes de inibir B. cinerea e F. oxysporum em 69%.

4.3.4 Penicillium sp.

No estudo de Noumeur, Mancici e Ramanazzi (2016), 20 fungos endofiticos
foram isolados da planta Artemisia absinthium. A atividade inibidora testada in vitro em
culturas pareadas resultou em redugao do crescimento radial de B.cinerea em 33 a
50%. A maior reducao foi gerada pela cepa B11C29. In vivo, as uvas inoculadas com
suspensao conidial, tanto do patdgeno quanto dos fungos endofiticos, apresentaram
reducao significativa de mofo cinzento proporcionada pelas cepas B6C18, B14C36 e
B9C22. As duas primeiras cepas foram identificadas como Penicillium sp, enquanto que
B9C22 e a relacionada com a maior inibicao in vitro, B11C29, nao foram identificadas

pelo autor.

4.3.5 Daldinia sp.

A avaliagdo de atividade antagonista do fungo D. cf concentrica, isolado da
espécie vegetal Olea europaea L. em Liarzi et al. (2016) apresentou bons resultados
tanto da atividade do fungo em si, quanto de seus compostos produzidos. A agéo do
fungo e de misturas de volateis inibiram o fungo causador de mofo cinzento em 100%.
O estudo de Liarzi et al. (2016) avaliou ndo apenas o potencial de biocontrole do fungo
D. cf concentrica, mas também a influéncia das condi¢des de cultura na bioatividade do

mesmo. Em teste in vitro, avaliando o controle do patégeno A. niger, o meio de cultura
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foi um fator significativo da inibicdo. Os meios de culturas comerciais (PDA e PDB)
permitiram 100% de inibicdo do fungo patogénico, enquanto que os meios de trigo,
milho e arroz obtiveram apenas 85, 65 e 54% respectivamente. Quanto a temperatura
ideal para melhor desempenho do endofitico, a temperatura entre 10 e 25°C permitiu

inibicdo completa dos patdgenos A. alternata, B. cinerea, A. niger e P. digitatum.

Quase todos os 27 volateis isolados do fungo apresentaram atividade
antifungica. Além disso, misturas de volateis também mostraram eficacia no controle de
patdgenos, se equiparando ou até superando a acao de D. cf. concentrica. O
fitopatogeno Fusarium oxysporum, por exemplo, sofreu maior inibigdo pelas misturas

que pelo préprio fungo endofitico.

Em ensaios in vivo em frutas secas e em amendoim, a presenca do fungo D. cf.

concentrica inibiu completamente os patéogenos testados.

Em Khruengsai et al. (2021), dentre os VOCs avaliados dos 34 fungos
endofiticos isolados da planta Barleria pronitis em culturas pareadas, o fungo
responsavel pela maior inibigdo de Colletotrichum acutatum foi identificado como
Daldinia eschscholtzii MFLUCC 19-0493. A inibi¢do in vitro do causador da doenga
pos-colheita anthracnose em morangos foi de 80,3%. Dentre os principais VOCs
produzidos pelo fungo endofitico que foram identificados, o composto elemicina foi
responsavel pela maior inibicéo in vitro de C. acutatum. In vivo, a inibigdo média das
lesbes nos morangos inoculados testados pelo fungo C. acutatum foi de 72,4%. Ja a
inibicdo in vivo gerada pelo composto elemicina sem contato direto com os morangos
foi de 70.9%.

Dentre 100 fungos endofiticos isolados das espécies Espeletia grandiflora e
Espeletia corymbosa em Miles et al. (2012) 81 apresentaram atividade antagonista
contra os patogenos alvos do estudo em ensaio de culturas pareadas. Os fungos
Daldinia phaseolorum e Trichoderma atroviride inibiram o crescimento de B. cinerea em
95%. Ja em meio liquido, foi possivel obter porcentagens de inibicao entre 65 e 68%
dos isolados endofiticos Beauveria bassiana, Scopulariopsis brevicaulis e Epicoccum

nigrum.
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Miles et al. (2012) ainda faz observacdes sobre a interacéo entre o endofitico e o
patdgeno durante a inibigdo. No ensaio de atividade antagonista, foram observados trés

tipos de interagdes:

a) formacao de zona inibitéria do patégeno gerada pelo fungo endofitico;
b) crescimento do patégeno e do endofitico um de encontro ao outro;

c) crescimento do endofitico sobre o patégeno.

A diversidade e efetividade antifungica de compostos produzidos por endofiticos
do género Daldinia indicada nos estudos, reforca a grande parte que ainda ha para ser

investigada do endofitico.

4.3.6 Oxyporus latemarginatus

Dentre 91 fungos endofiticos da espécie Capsucum annum L. isolado por Lee et
al. (2009), apenas o identificado como Oxysporum latemarginatus EF069 apresentou
atividade fungica contra B. cinerea. In vitro, os compostos volateis produzidos pelo
fungo inibiram 39 (£6), 31 (£12) e 49%(+11) dos patdgenos A. alternata, B. cinerea e C
gloeosporioides, respectivamente. Em macgas, a micofumigagao in vivo com 50g de
cultura solida do basidiomiceto O. latemarginatus obteve a maior supressao de lesdes
inoculadas de 98.4% (+3.6). As demais doses do fungo endofitico, 25 e 12.5g obtiveram
inibicdo de 91.2 (£1.8) e 81.6 (x3.8), respectivamente. O composto volatil identificado
por GC-MS foi o 5-pentil-2-furaldeido (PTF).

O estudo revela que o fungo endofitico filamentoso Oxyporus latemarginatus nao
patogénico produz diversos compostos com atividade antifungica. Isso o torna um

grande candidato ao uso em biocontrole.
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4.3.7 Trichoderma sp.

Apesar do género Trichoderma ser um fungo majoritariamente presente no solo
ou em sistemas radiculares (RIBEIRO, 2010), algumas espécies do fungo filamentoso
foram encontradas como endofiticos em alguns estudos (KHRUENGSAI et al., 2021;
MILES et al., 2012)

Em Khruengsai et al. (2021) duas cepas do género Trichoderma foram isoladas
de folhas de Shefflera leucantha e avaliadas contra os principais causadores de doenca
fungica poés-colheita de pimentas. Resultados do estudo in vitro sugeriram uma
especificidade de inibigdo entre uma determinada cepa com um determinado fungo
patogénico, uma vez que T. afroharzianum MFLUCC19-0090 apresentou maior inibigao
micelial de F. oxysporum, assim como T. afroharzianum MFLUCC19-0091 apresentou
para F. proliferatum. O mesmo foi observado na inibicdo da infeccdo em pimentas
inoculadas com o patdgeno por volateis das cepas endofiticas. O composto volatil com

maior atividade antifungica sobre ambos patégenos pés-colheita foi o alcool fenetilico.

Em Shentu et al. (2014), o fungo Trichoderma brevicompactum isolado do alho
(Allium sativum) apresentou forte atividade antifungica de B cinerea comparado ao

controle positivo carbendazim, com EC50 de 2.02 pg/mL.

O uso do género Trichoderma como agente de biocontrole no campo tém trazido
beneficios a diversas produgdes. No entanto, o fungo como endofitico ainda néo é
muito explorado (CARRO-HUERGA et al.,, 2020). Estudos, como os citados neste
trabalho, indicam atividade antifungica significativa do fungo e de compostos produzidos
por ele (LI et al., 2016; BAIYEE, ITO, SUNPAPAO, 2019; GRIGOLETTO et al., 2020).
Por esta razdo, um maior estudo desse fungo como endofitico pode trazer uma ampla
variedade de aplicacbes contra patégenos, inclusive os que afetam producdes

pos-colheita.
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4.3.8 Chaetomium sp.

O género ascomycota Chaetomium detém uma ampla diversidade de espécies
produtoras de compostos. As principais substancias produzidas pelo fungo endofitico
sao as chaetoglobosinas, com atividades bioldgicas reportadas em varios estudos (LI et
al., 2011). C. globosum é uma das espécies do género que tem sido bastante explorada
no ambito do controle biolégico (KUMAR, KAUSHIK, PROKSCH, 2013).

Em Kumar, Kaushik, Proksch (2013), o fungo endofitico Chaetomium globosum
EF18 foi isolado da espécie Withania somnifera e teve seus extratos avaliados no
combate de Sclerotinia sclerotiorum. Nas analises de cromatografia liquida a vacuo,
varias fragdes apresentaram atividade antifungica acima de 80%. A fracdo VIl de
extrato de acetila foi a mais efetiva contra o fungo, com IC50 de 35,4 uyg/mL. Em Zhang
et al (2014), também foi constatada eficiéncia no combate de S. sclorotiorum. Dentre os
fungos endofiticos isolados de Brassica napus, C. globosum CanR-42 apresentou, no
teste de culturas pareadas, a maior atividade contra S. sclerotiorum, com zona de

inibicdo de 17mm de largura.

B. cinerea persoon e B. cinerea Pers ex Fr. foram uns dos fungos fitopatogénicos
que mais apresentaram inibigdo em Pan et al. (2016). Os experimentos se deram por
meio da avaliagdo de metabdlitos brutos do fungo endofitico C. globosum isolado da

planta Houttuynia cordata.

Em Li et al. (2011), dos 12 metabdlitos produzidos pelo fungo endofitico da
espécie Ginkgo biloba, a gliotoxina apresentou, in vitro, atividade antifungica
significativa contra A. alternata, com EC50 de 36,8 pg/mL. Comparavel ao controle
positivo hymexazol (EC50= 32,8 ug/mL), foi o melhor resultado dentre os fitopatégenos

testados.

Em Casoveanu et al. (2014), a avaliagado de extratos fungicos isolados da videira
Vitis vinifera L., por método de difusdo em agar, teve como melhor resultado de inibicao

o endofito C. spirochaete contra B.cinerea (EC50=0.008 mg/mL). Na avaliagao de
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atividade antagonista, C spirochaete foi eficaz contra os fungos patogénicos F.

oxysporum e A. alternata.

Também na anadlise de atividade antagonista dos isolados (em difusdo de agar),
as interagdes de inibicdo mais significativas foram dos fungos endofiticos Bionectria
ochroleuca e Alternaria sp, apresentando forte efeito sobre F. oxysporum, B. cinerea e

A. alternata.

A alta incidéncia de compostos bioativos produzidos pelo género Chaetomium
indica uma possivel expansdo de aplicacdo. Mesmo havendo pouco elucidado em

ensaios in vivo, indica ser um forte candidato a controle de doencas pés-colheita.

4.3.9 Phomopsis cassiae

A grande biodiversidade brasileira fomenta a exploragdo de fungos endofiticos a
partir das de diversas plantas hospedeiras em diferentes biomas. Como ainda ha muito
0 que se investigar, devido a crescente extingdo de espécies, os estudos tornam-se
ainda mais urgentes (ZANARDI et al., 2012).

Nos estudos de metabdlitos produzidos por fungos endofiticos de plantas nativas
do cerrado (SILVA et al., 2006; TELES et al., 2005; SILVA et al., 2005; ZANARDI et al.,
2012), o grupo constatou atividade fungica do endofitico Phomopsis cassiae, isolado de

folhas da planta Cassia spectabilis contra o fitopatogeno Cladosporium cladosporioides.

Em Zanardi et al. (2012), a inibigdo gerada pelo fungo endofitico foi devido a
producao de sesquiterpenos. Em Silva et al. (2005), dois metabdlitos produzidos por P.
cassiae (2,4-dihidroxi-5,6-metil benzoato de etila e phomopsilactona) apresentaram

inibicdo antifungica contra C. cladosporioides similar ao controle positivo nistatina.

Ainda no controle do mesmo fungo, em Chapla et al. (2018) dois compostos
produzidos pelo fungo endofitico Colletotrichum crassipes € um composto produzido
pelo endofitico Xylaria sp, ambos isolados de folhas de Casearia sylvestris,

apresentaram forte atividade antifungica contra C. cladosporioides.
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4.3.10 Phialocephala sphaeroides e Cryptosporiopsis ericae

Dois fungos endofiticos isolados da conifera Picea abies por Terhonen, Sipari e
Asiegbu  (2016), foram identificados como Phialocephala sphaeroides e
Cryptosporiopsis ericae. Dentre os fitopatogenos testados, B. cinerea foi o fungo inibido
em menos tempo. Em presenca de P. shareoides, 4 dias foram necessarios para

inibicdo, e em presenca de C. ericae, 5.

4.3.11 Phaeosphaeria nodorum

Pimenta et al. (2012) isolaram um total de 163 fungos endofiticos de varias
variedades da espécie Prunus domestica. Destes, 14 isolados inibiram a germinagao de
esporos de ambos os fungos patogénicos poés-colheita C. gloeosporioides e M.
fructicola. Quanto ao crescimento micelial, 17 inibiram C. gloeosporioides e 22 M.
fructicola. O isolado mais frequente foi identificado como o fungo endofitico
Phaeosphaeria nodorum. O estudo também revelou que os isolados nao apenas

inibiram o crescimento da hifas, mas também geraram alteragdo em sua morfologia.

4.3.12 Aspergillus fumigatus

Em Li et al. (2012) foram avaliados ao todo 39 metabdlitos do caldo fermentado
da cepa Aspergillus fumigatus LN-4, endofitico da espécie vegetal Melia azedarach. 16
desses compostos apresentaram atividade inibitéria contra um amplo espectro de
fitopatogenos, dentre eles, o pds-colheita B.cinerea. Destes, 4 compostos, com valores
de Mic entre 6.25 e 50ug/mL, tiveram resultados comparaveis aos fungicidas comerciais

carbendazim e hymexazol.
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4.3.13 Fungos endofiticos nao identificados

Malta et al. (2015) mostrou que a espécie do cerrado Cagaiteira (Eugenia
dysenterica DC) é uma fonte rica de microrganismos endofiticos com potencial de
biocontrole. No estudo, foram isolados 263 endofiticos das folhas e do caule da planta.
Dos 96 fungos que apresentaram atividade antifungica, 68 inibiram C. gloeosporioides,
46 inibiram A. parasiticus e 17 inibiram M. fructicola a partir da producao de substancia

volateis ou difusiveis.

Em De Sena Correia et al. (2015), também foi explorada uma importante espécie
da biodiversidade da flora brasileira. 307 fungos endofiticos foram isolados de folhas e
caules da planta amazénica Myrciaria dubia que da origem ao fruto camu-camu. 22
isolados apresentaram atividade inibitéria a pelo menos um dos patégenos testados (A.
parasiticus, C. gloeosporioides e M. fructicola). Destes, a producdo de compostos

bioativos de 5 endofiticos resultou em inibicdo de mais de 50%.

Ambos estudos exploram espécies de plantas hospedeiras de dois grandes biomas
brasileiros. Os resultados obtidos reforgam a relevancia da biodiversidade da flora brasileira na

exploragao de novos microrganismos endofiticos.

5 CONCLUSOES

O uso de fungos endofiticos e seus produtos no campo pdés-colheita € uma area
que oferece muito conteudo a ser explorado e estudado. Os mecanismos de agao,
interagdo e as consequéncias e impactos em frutas e vegetais e em seu consumo ainda

precisam ser melhor elucidados para garantir seguranga e eficacia.

Os estudos explorados neste trabalho indicam eficiente atividade antifungica de
um amplo espectro de espécies de fungos endofiticos no combate de patdégenos
pos-colheita. A grande biodiversidade desses microrganismos incentiva uma maior
prospecgao de espécies produtoras de compostos bioativos que oferecem uma ampla
variedade de aplicagbes biotecnoldgicas. Ainda que alguns artigos tenham apenas

demonstrado inibigao in vitro, os fitopatdgenos testados que também sao causas de
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doengas pos-colheita de frutas e vegetais indicaram efeito suficiente que fomentam

maior investigacao e aplicagao na area.

A constante demanda por alimentos junto ao combate de perdas de produtos
agricolas sdo uma urgente pauta mundial. Considerando, que grande parte das perdas
estd vinculada ao manejo pos-colheita de frutas e vegetais. Atualmente, o principal
método de prevencdo de algumas doengas pés-colheita ainda € a aplicagdo de
fungicidas que, além de prejudicarem a saude e o meio ambiente, contribuem para o
surgimento de cada vez mais patdégenos resistentes. Por estas razdes, meétodos
alternativos como o uso de agentes de biocontrole no combate de patdégenos tém

atraido a atencao para solugdes mais sustentaveis.

Além disso, as limitagbes de cada fungo endofitico como agentes de biocontrole
e os fatores comerciais e logisticos envolvidos no manejo pés-colheita devem ser mais
investigados para adequagdo as proporgbes comerciais e industriais. A
bio/micofumigagdo € um método recente que tem apresentado bons resultados de
protecdo de frutas apds a colheita, além da compatibilidade com processos de
armazenamento e transporte. Uma maior prospeccdo de fungos endofiticos e
metabdlitos produzidos por eles pode aumentar ainda mais a frequéncia dessa técnica

para ainda mais culturas.

A fim de combater os altos custos do controle convencional de doencas
pos-colheita, a redugdo do uso destes meétodos em missdo de abrir espagos para
formas alternativas mais sustentaveis ja € uma mudanga consideravel. A combinagéo
de diferentes estratégias ao manejo também favorece a introducéo e expansao do uso
do controle biolégico de forma mais usual. Ha muito ainda a ser desenvolvido e
pensado para introducdo de produtos deste tipo no mercado, mas as vantagens
oferecidas pelos fungos endofiticos oferecem um novo viés do controle biologico,
reafirmando a necessidade de implementacdo dessa abordagem mais sustentavel e

compativel com os tempos e demandas atuais.
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