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RESUMO

O sistema de agricultura industrial utiliza produtos quimicos para combater doencas e
enriquecer solos empobrecidos a fim de aumentar a produtividade do campo. Sao necessarias
maiores doses a cada safra devido a inducdo de resisténcia em fitopatdgenos e insetos-pragas
agricolas e continuo esgotamento do solo. Uma alternativa sdo produtos baseados em
microrganismos que realizem o controle bioldgico de fitopatdgenos e insetos-pragas ou capazes
de fornecer nutrientes as plantas por meio de processos biologicos de solubilizagdo e fixagao
de elementos essenciais ao desenvolvimento vegetal. A pesquisa se dedicou a isolar, identificar
e avaliar o potencial in vitro de fungos inibirem o crescimento micelial de fungos
fitopatogénicos, produzirem a auxina acido indol-3-acético (AIA) e a capacidade de solubilizar
fosforo inorganico. Os fungos foram avaliados para antagonismo contra os fitopatogenos
Fusarium graminearum, Fusarium solani, Macrophomina phaseolina Rhizoctonia solani e
Sclerotinia sclerotiorum, com inibi¢cdo por pareamento de culturas e de metabolitos difusiveis.
A solubilizagdo de fosforo foi avaliada quantitativamente com a realizacao de cultivo liquido
contendo fosfato de calcio, de ferro e de aluminio, formas insoliiveis muito recorrentes no solo
brasileiro. A producao de AIA foi avaliada em cultivo contendo triptofano, estimulador da
producao desse fitormdnio. As cepas isoladas foram identificadas como dos géneros
Cladosporium, Entomortierella, Fusarium, Mucor, Paecilomyces, Penicillium, Pochonia e
Purpureocillium. Entre os 10 isolados fungicos obtidos, 8 foram capazes de solubilizar pelo
menos um dos fosfatos testados, com 4 deles solubilizando os 3 fosfatos inorganicos. O isolado
de Penicillium foi o maior solubilizador, atingindo 503 pg/mL de fosforo soltvel apos 14 dias.
Na inibi¢do de fitopatogenos, 7 isolados inibiram no minimo 3 dos fitopatégenos, com 2
isolados inibindo os 5 fitopatdogenos. O isolado do género Purpureocillium inibiu todos os
fitopatdgenos no pareamento de culturas e foi 0 Uinico a inibir 2 fungos com a¢do de metabolitos.
Capazes de produzirem AIA foram 3 isolados dos géneros Cladosporium, Entomortierella e

Mucor. O maior produtor foi do género Mucor com 18,59 ng/mL apos 14 dias.

Palavras-chaves: Acido indol-3-acético, controle bioldgico, promocao de crescimento

vegetal e solubilizagdo de fosforo inorgéanico.



ABSTRACT

The industrial agriculture system utilizes chemical products to fight diseases and enrich
nutrient-deficient soil to boost productivity. Bigger doses are used every cycle, given the
resistant phytopathogens and agricultural pests that emerge and continual soil depletion. An
alternative is microorganisms-based products that are capable of biological pest and
phytopathogen control or capable of providing plant nutrition by biological solubilization and
fixation of essential nutrients. This research applied itself to the isolation, identification, and
evaluation of in vitro potential of fungi to inhibit phytopathogenic fungi mycelial growth,
produce the auxin indole-3-acetic acid (IAA) and solubilize inorganic phosphorus. The fungi
were evaluated for antagonistic action against the phytopathogens Fusarium graminearum,
Fusarium solani, Macrophomina phaseolina Rhizoctonia solani and Sclerotinia sclerotiorum,
with inhibition by culture pairing and metabolic action. Phosphorus solubilization was assayed
quantitatively in liquid media containing calcium, aluminum and iron phosphates, insoluble
forms present in Brazilian soil. IAA production was evaluated in media containing tryptophan,
stimulant for this phytohormone. The isolates were identified as the genera Cladosporium,
Entomortierella, Fusarium, Mucor, Paecilomyces, Penicillium, Pochonia and Purpureocillium.
Between the 10 fungal isolates 8 of them could solubilize at least one phosphorus source, with
4 isolates solubilizing all 3 inorganic phosphates. The Penicillium isolate was the biggest
solubilizer, with reaching 503 ug/mL of soluble phosphorus after 14 days. For phytopathogen
inhibition, 7 isolates inhibited at least 3 of the phytopathogen, with 2 antagonists inhibiting all
five. The Purpureocillium isolate inhibited all the phytopathogen assessed in the culture pairing
and inhibited two of them by metabolics action. Only 3 isolates could produce IAA, from the
genera Cladosporium, Entomortierella and Mucor. The biggest IAA productor was the Mucor

isolate with 18,59 pg/mL after 14 days.

Key-words: Biological control, indole-3-acetic acid, inorganic phosphate solubilization, plant

growth promotion.
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1 INTRODUCAO

Os agricultores lidam com diversos desafios para aumentar a produtividade nas suas
culturas, investindo contra as perdas por doengas ou devido a baixa concentracdo de nutrientes
essenciais para o desenvolvimento vegetal. Produtos quimicos sdo utilizados em altissimos
volumes para balancear esses dois desafios, na forma de pesticidas e fertilizantes quimicos.
Porém, eles podem causar desequilibrios no meio ambiente, prejudicar a saide humana ou

causar resisténcias nos microrganismos que infectam as plantas (Silva e Silva, 2016).

Nesse cenario, temos a busca por microrganismos que realizem o controle bioldgico de
fitopatdgenos. Algumas doengas flingicas se destacam pelo seu nivel de dano econdmico, rapida
disseminacao ou dificuldade de controle, como fungos dos géneros Fusarium, Macrophomina,
Rhizoctonia e Sclerotinia (Agépto et al, 2021). A partir da andlise de microrganismos
relacionados a plantas foram descobertos diversos fungos antagonistas, capazes de controlar os
fungos fitopatogénicos através de mecanismos de antibiose, micoparasitismo e/ou competi¢ao

(Benitez et al, 2004).

r

A promogao de crescimento vegetal por microrganismos ¢ essencial para reduzir a
aplicacao de fertilizantes quimicos. Para a estimulacao da producao vegetal o fosforo (P) € um
mineral importante, envolvido na fotossintese, respiracao e diversos processos metabdlicos,
sendo captado no solo pelas plantas. Porém, a baixa solubilidade e concentragao do P o tornam
nutriente limitante para o crescimento vegetal (Lindsay et al, 1989). Algumas bactérias e fungos
sdo capazes de solubilizar os fosfatos presentes no solo e tornar uma maior parte do P presente
biodisponivel. Ja os fitormonios, como o acido indol-3-acético (AIA), sdo capazes de regular
as atividades fisiologicas de plantas, influenciando diversos processos do desenvolvimento
vegetal, como a diferenciagdo e divisao celular (Teale ef al, 2006). O AIA pode ser produzido
por microrganismos no solo e absorvido pelas raizes, estimulando o desenvolvimento de toda a

planta.

A investigac¢do da atividade de microrganismos nas competéncias citadas ¢ fundamental
no cendrio atual, trazendo novos ingredientes ativos para o mercado de bioinsumos de base

microbiana e estimulando a produg¢do agricola do pais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONTROLE BIOLOGICO DE FUNGOS FITOPATOGENICOS

Os fungos sao capazes de infectar plantas e se nutrem de nutrientes disponiveis na planta
hospedeira para sobrevivéncia e sdo classificados como fungos fitopatogénicos (FFs), podendo
ser biotroficos — obtém nutriente de células vivas do hospedeiro ou necrotéficos — causam
necrose na planta para sobrevivéncia (Michereff et al, 2005). Além disso, diversos FFs sdo
polifagos — capazes de infectar multiplas espécies e géneros — o que dificulta o controle através
de estratégias de manejo, como rotacdo de culturas e podem apresentar comportamento
saprotrofico — habilidade para sobreviver em matéria organica morta — sobrevivendo ao periodo

entre safras.

Algumas doencgas fungicas se destacam pelo seu nivel de dano econdmico, rapida
disseminagao ou dificuldade do controle. Na revisao realizada por Agapto et al em 2021, as
espécies de fitopatogenos Fusarium solani, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani e
Sclerotinia scleorotiorum foram destaque como principais causadores de doengas nas maiores

culturas agricolas brasileiras, como soja, milho, café e feijao.

O Sclerotinia scleorotiorum ¢ um fungo que infecta a planta através do contato de
ascosporos nas flores e folhas. Com a deple¢dao de nutrientes, o fungo produz esclerddios,
estruturas de resisténcias formadas por hifas agregadas, melanina e outros compostos, que
podem sobreviver no solo por varios anos (Smolinska; Kowalska, 2018). E um FF polifago,
capaz de infectar mais de 400 espécies de plantas que incluem soja, alface, batata e feijao
(Boland; Hall, 1994). Os esclerodios sdao capazes de sobreviver a entre safras no solo, ¢ a
diversidade de hospedeiros, oferecendo poucas oportunidades de rotagao de culturas, dificultam
o controle da doenga por estratégias de manejo tradicionais. A resisténcia dos esclerddios a
degradacdo biologica, quimica e fisica diminuem as oportunidades de controle com quimicos

(Smolinska; Kowalska, 2018).

Macrophomina phaseolina ¢ um fungo polifago, capaz de infectar mais de 500 espécies
(Gupta et al, 2012), que sobrevive no solo por até 3 anos por meio de estruturas de resisténcias
chamadas microesclerocios. E capaz de sobreviver ao periodo entre safras através dos
microesclerocios ou se nutrindo de restos vegetais deixados no solo (saprotréfico). M.
phaseolina infecta as plantas pelas raizes e tem sua infec¢ao favorecida por solos compactados,
altas temperaturas e periodos de seca, condi¢des que ja prejudicam o plantio sem considerar a

doenga (Embrapa, 2014).
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O género Fusarium tem importancia na saude de plantas e na saide humana. Causam
diversas fusarioses em plantas de importidncia econdmica ¢ doengas, como micoses, em
humanos. Algumas espécies, como F. graminearum, sao capazes de produzir micotoxinas que
afetam a planta e causam doengas e fatalidades se forem consumidas (Aoki et al, 2014),
devendo ser rastreadas nos alimentos, a fim de evitar contaminar alimentos e pessoas (Leplat et
al, 2012). Dentro do género existem complexos de espécies de importancia agrondmica, como
F oxysporum e F. solani, com algumas espécies eleitas entre os 10 fungos patdégenos de plantas
mais importantes para a agricultura (Dean et al, 2021). Sao fitopatogenos de quase todas as
plantas cultivadas atualmente, com complexos de espécies infectando diferentes alvos, como

cereais, soja e tomate.

O patégeno Rhizoctonia solani tem como hospedeiro mais de 10 familias de plantas,
incluindo culturas de soja, algoddo, batata e café. E um fungo de solo necrotréfico que pode
causar podriddo nas hastes, sementes, vagens ou raizes, entre outros sintomas de infecc¢ao
(Ajayi-Oyetunde; Bradley, 2017). Apresenta dificuldade no controle ao produzir estruturas de
resisténcias que sobrevivem no solo ou micélio que se mantém em residuos vegetais durante
entre safras (saprotrofico) e a ampla gama de hospedeiros impede o manejo da doenga por meio
da rotacao de culturas, embora essas duas estratégias ajudem na diminui¢ao dos in6culos. Em
arroz, a infeccdo por R. solani ¢ a segunda mais impactante para a produgao, causando até 50%
de perda da produgdo (Senapati et al, 2022). A agressividade do fitopatogeno, alta diversidade
de hospedeiros e dificuldade de eliminar os in6culos demonstram a posi¢ao da R. solani como

um importante agente causal.

Analisando a comunidade microbiana de plantas hospedeiras suscetiveis a
fitopatogenos foram descobertos diversos fungos antagonistas, capazes de controlar os FFs por
meio de mecanismos de antibiose, micoparasitismo ou competi¢ao, descritos por Benitez et al
(2004). A antibiose ocorre com a producao de metabolitos que inibem o crescimento do FF e o
micoparasitismo € a interagdo do antagonista e FF, em que o antagonista consegue degradar a
parede celular do FF e metabolizar os restos celulares. Por fim, a competicdo ¢ o resultado de
dois fungos que ocupam o mesmo nicho ecoldgico, o que resulta no impedimento de

crescimento apds o nicho ser ocupado pelo antagonista (Benitez ef al, 2004).

No presente estudo, procuramos investigar a agdo antagonista dos fungos isolados em

relag@o aos fitopatdogenos mencionados, com maior investigagdo do método de antibiose.
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2.2 SOLUBILIZACAO BIOLOGICA DE FOSFATOS

O fbésforo ¢ um mineral importante para o desenvolvimento de organismos, sendo
diretamente envolvido na sintese de acidos nucleicos e de ATP, o estoque de energia das células.
Para as plantas o foésforo (P) influencia na fotossintese, respiragdo e diversos processos
metabolicos, além da sua importancia celular, sendo necessaria sua captacdo do solo. A baixa
solubilidade e concentracdo do P no solo o tornam nutriente limitante para o crescimento
vegetal, o que € agravado pela presenca de fosfatos inorganicos, que ndo podem ser acessados

pelas plantas (Lindsay et al, 1989; Pedrino et al, 2025).

O calcio ¢ o mineral primdrio de diversas rochas e com o tempo forma fosfatos de calcio
no solo. Com o tempo, a lixiviacao de ions de calcio leva a formagao de outros fosfatos, como
de aluminio e ferro (Lindsay et al/, 1989). Agricultores utilizam a fertilizagdo com P para
remediar esse problema, porém a alta fixacdo e imobilizagdo do P no solo, devido a presenca
de Al, Fe e Ca soluveis presentes que irdo formar fosfatos insoltveis, tornam necessario altas
doses de fertilizacdo constante (Lindsay et al, 1989; Lacava; Machado; de Andrade, 2021;
Pedrino et al., 2025).

Os microrganismos sdo de extrema importancia para mitigar o desafio da adubacao
excessiva, pois eles sdo capazes de solubilizar os fosfatos presentes no solo e tornar uma maior
parte do P presente biodisponivel. Os fungos ganham destaque nesse objetivo em relagdo as
bactérias, pois além de solubilizarem fosforo podem aumentar a captacao de P ja presente no
solo. As hifas de fungos filamentosos se estendem além dos pelos radiculares no solo,
penetrando poros menores e aumentando significativamente a area de absor¢ao de nutrientes
das plantas. As hifas sdo capazes de captar nutrientes e transportar eles até os pelos da raiz,
auxiliando na nutri¢do vegetal (Zou et al, 2019). Conforme mostrado por Xiao ef a/ (2013) e
Prasad et al (2023), alguns fungos sdo capazes de solubilizar fosfato in vitro. A cepa de
Aspergillus niger estudada por Xiao et al (2013) também foi capaz de aumentar o crescimento
e absor¢do de fosfato de plantas quando aplicado in vivo, exemplificando a relacdo possivel

entre resultados in vitro e in vivo.

Fungos solubilizadores podem, como citado acima, aumentar a porcentagem de fosforo
disponivel e a captagdo de fosforo pela planta por area, levando a investigacdo dessa aptidao

nesse estudo.
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2.3 PRODUCAO DE ACIDO INDOL-3-ACETICO

As atividades fisiologicas de plantas sdo, na grande maioria, reguladas por
fitormonios, que incluem, mas nao limitado, o acido abscisico, etileno, auxinas, citocininas e
giberelinas (Duca; Glick, 2020). As auxinas, descobertas em 1935 por Frits Warmolt Went, sao
uma importante classe capaz de induzir a diferenciagdo, crescimento ¢ divisao celular, além de
influenciar o ciclo e funcionamento vegetal. A principal molécula dessa classe € o acido indol-
3-acético (AIA), auxina predominante nas plantas e capaz de influenciar diversos processos do
desenvolvimento vegetal. As auxinas também podem levar ao declinio de plantas, um exemplo

sendo a auxina sintética 2,4D, um dos herbicidas mais utilizados no mundo (Teale et a/, 2006).

Os fungos sdo importantes promotores de crescimento, produtores de
metabolitos secundarios e outros compostos que podem estimular o desenvolvimento vegetal
(Silva, 2024). O AIA produzido por fungos pode induzir raizes laterais e pelos radiculares,
aumentando a area superficial necessdria para a absor¢do de nutrientes, resultando em

crescimento de biomassa (Fu ef al, 2015).

Assim, ¢ de extrema importancia investigarmos novos produtores de AIA, sendo um dos

objetivos da atual pesquisa.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Esse estudo procurou isolar microrganismos do solo brasileiro e estabelecer as
aptidoes desses isolados fungicos com potencial para produgdo de bioinsumos, avaliando as

habilidades de promocgao de crescimento vegetal e controle bioldgico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e [solar e identificar fungos presentes no solo brasileiro;

e Avaliar a a¢do antagonista dos isolados contra Fusarium graminearum, Fusarium
solani, Macrophomina phaseolina Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum,
fungos fitopatdgenos de solo das principais culturas agricolas;

e Investigar possiveis modos de acdo da atividade antagonista, como atividade de
metabolitos difusiveis;

e Determinar a capacidade de solubilizagdo dos fosfatos inorganicos Caz(POs),
FePO4 e AIPOs, os trés principais fosfatos presentes em solo brasileiro;

e Analisar a produgdo de acido indol-3-acético in vitro, a principal auxina de plantas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE FUNGOS

O trabalho foi realizado em parceria com a empresa Agrivalle
(https://agrivalle.com.br/), que disponibilizou a infraestrutura, treinamento técnico e agentes

bioldgicos necessarios para a realizagdo desta pesquisa.

Os fungos investigados nesse trabalho foram obtidos de um isolamento de solo de
plantagdes de hortifruti em Minas Gerais, localizacdo 21,1364° S , 43,72098° O, em regides
com infestagdes por nematoides. Foram obtidas 10 amostras de solo em locais de plantacdes de
hortifruti, como tomate e morango, trazidas para analise no laboratério da Agrivalle, Indaiatuba,
SP. O isolamento foi realizado baseado na metodologia de Silva (2024), com modificacdes.
Cada amostra foi diluida em 100 mL de solugdo salina Tween (10 g NaCl, 5 g Tween 80 em 1L
de 4agua destilada), em erlenmeyer, sendo agitada por 1 hora a 150 rpm no shaker. Em seguida,
dentro do fluxo laminar, foram realizadas dilui¢des seriadas de cada amostra, até a dilui¢do n™.
Todas as dilui¢des foram plaqueadas em placas de Petri com meio de cultura ndo seletivo NA

(Agar Nutriente).

As placas foram incubadas em BOD (demanda biolégica de oxigénio) a 28°C por 5 dias.
ApOs o crescimento de microrganismos, foram selecionados aleatoriamente de todas as
dilui¢des e transferidos para novas placas de Petri, nomeado o repique RO, em meio BDA
(Batata Dextrose Agar). Seguiu-se com repiques R1 até R4, conforme necessidade e no meio

adequado, para purifica¢ao dos isolados.

Apos verificacdo da pureza, foi realizada a preservagdo. A preservacao foi feita com
discos de micélio obtidos de placas de BDA de cada isolado produzida ap6s a purificagao, sendo

preservado 5 discos de micélio em um criotubo com 500 pL de glicerina 20%, em triplicata

(Borges et al, 2023).

Os isolados foram nomeados seguindo um codigo padrdo, em que a letra inicial € o tipo
de microrganismo (F para fungos), a segunda letra ¢ determinada para cada isolamento (nesse
isolamento, foi escolhida a letra G) e o nimero identificador segue a sequéncia em que foram

1solados.

Apds a preservacao dos fungos, eles foram enviados para sequenciamento da regido
altamente conservada ITS com a empresa ByMyCell (https://bymycell.com.br/), que realizou a

extragdo de DNA, amplificagdo do segmento ITS, sequenciamento do amplificado e
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identificacdo do género das amostras com a comparagao em banco de dados. A amplificacdo da
regido ITS por PCR ¢ uma técnica muito utilizada para identificagdo de fungos e por isso foi
escolhida pela empresa para ser utilizada. As regides dos espagadores ITS apresentam alta
variabilidade intraespécie e intragénero, que permite a diferenciacdo de gé€neros e espécies
préximos filogeneticamente, e sdo flanqueadas por genes ribossomais altamente conservados
que possibilitam o desenho de primers reconhecidos pela maioria dos fungos. Existem grandes
bancos de dados com sequéncias ITS da maior parte dos fungos conhecidos, favorecendo o uso

dessa regido para reconhecimento (Ekwomadu; Mwanza, 2023).

4.2 POTENCIAL ANTAGONISTA

4.2.1 ANTAGONISMO POR PAREAMENTO DE CULTURAS

Foram selecionados 5 fitopatogenos de solo da colecao de culturas microbianas
da Agrivalle para avaliagdo de potencial antagonista dos fungos, escolhidos considerando a sua
predominancia nas culturas em campo e seu potencial de dano economico. Os fungos
fitopatogénicos sdo Fusarium graminearum, Fusarium solani, Macrophomina phaseolina

Rhizoctonia solani € Sclerotinia sclerotiorum

O ensaio foi realizado com a metodologia de pareamento de culturas (De Paula;
Paiva; Lacava, 2021; Pedrino, 2023). Os fungos antagonistas e fitopatogenos foram crescidos

previamente, repicados em placa com meio BDA e incubados por 7 dias em BOD.

Em placas de meio BDA colocamos um disco de micélio, em torno de 8mm de
didmetro, de um antagonista e um disco (8mm) de FFs em pontos diametralmente opostos, cerca
de 0,5 cm da borda. As placas foram, entdo, incubadas a 25°C por 7 dias ou até o patdgeno
crescer por toda a superficie da placa controle, composta somente pelo disco do fitopatogeno a
0,5 cm da borda da placa. Na figura 1 temos a representagdo das placas do ensaio. Os
tratamentos sdo compostos do confronto de todos os fitopatdgenos com todos os antagonistas,

somado de um controle para cada fitopatdgeno, totalizando 55 tratamentos, todos em triplicata.

Apds o tempo de incubacdo, medimos o didmetro de crescimento dos FFs em
todos os tratamentos utilizando um paquimetro e calculamos a porcentagem de inibi¢do, de

acordo com a equacao, obtida da metodologia de De Paula, Paiva, Lacava (2021):

Rc — Rt
%inibicdo = e " 100
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Em que Rc ¢ o raio de crescimento da placa controle e Rt ¢ o raio de crescimento do

FFs no tratamento.

Disco :ID‘".. / \ \

f Datégeno\'w, f \:'w, I-"‘” \g
(@ §_______|—— eo|jle —o
\| Discodo /I Incubagdoa25°C || Re o\ Rt
"-.\a ntagonista Até 7 dias "u\ '“-\
Placa de pareamento inicial Placa controle Placa de antagonismo apés

incubagao

Taxade — Rc-Rt *100
inibigao Rc

Figura 1 - Representacdo da metodologia do ensaio de antagonismo por pareamento de culturas.

Fonte: Feito pela autora, modificado de De Paula, Paiva, Lacava (2021).

4.2.2 ANTAGONISMOS POR METABOLITOS DIFUSIVEIS

Além do método de pareamento de culturas, investigamos um possivel modo de
acdo da atividade antagonista apresentada pelos fungos. Para avaliarmos a producdo de
metabolitos modificamos a metodologia realizada por Quiroga, Sampietro, Vattuone (2001),
substituindo o extrato alcoolico pelo sobrenadante do cultivo liquido fingico. Cultivamos os
fungos em 100 mL de meio liquido Batata-Dextrose (BD), utilizando como in6culo 1 mL de
uma suspensio de esporos padronizada para 10° esporos/mL, produzida a partir de placas com
micélio crescidas anteriormente ¢ determinando a concentracdo em uma camara de Neubauer.

Os cultivos foram inoculados e incubados por 7 dias em shaker a 150rpm e 25°C.

Apds os 7 dias, os cultivos foram centrifugados a 15.000g por 10 minutos a 4°C
e o sobrenadante foi filtrado com filtros microbioldgicos de poro 0.22 pm para eliminar

quaisquer células e esporos.

Em placas de meio BDA retiramos discos de 4gar em quatro posicdes
equidistantes na placa para agirem como pogos onde foram pipetados os sobrenadantes
filtrados, posicionando no centro da placa um disco de micélio do fungo fitopatogénico.
Pipetamos 50 pL do filtrado nos pogos, sendo que em cada um dos 4 pogos era de um

antagonista diferente, conforme a figura 2 demonstra.
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Figura 2 - Representacdo da metodologia do ensaio de antagonismo por metabdlitos difusiveis.

Fonte: Feito pela autora.

O experimento foi realizado em triplicata, com um controle positivo feito com Nistatina,
um antifungico difusivel altamente eficaz pipetado no po¢o de uma das placas, € um controle

negativo em um dos pogos, em que nao foi pipetado nenhum composto.

Apos 7 dias, foi analisado o crescimento dos FFs em torno dos pogos dos
metabolitos em relagdo aos controles, avaliando qualitativamente casos de inibicdo do
crescimento micelial pelos tratamentos. Para avaliar a inibi¢do foi considerado halos de inibigao
em torno dos pogos e crescimento micelial desacelerado, comparando com os controles positivo

€ negativo.

4.3 PRODUCAO DE ACIDO INDOL-3-ACETICO

A quantidade de 4cido indol-3-acético (AIA) produzida pelos fungos foi avaliada
apos crescimento em meio BD 10% acrescido de 1mg/mL de L-triptofano, estimulante da
produgdo dessa auxina, de acordo com o método realizado por Silva (2024), modificando o
método de indculo dos cultivos. Erlenmeyers com 50 mL do meio foram inoculados com 500uLL
de uma suspensio de esporos padrdo de 10° esporos/mL, padronizada utilizando a cAmara de

Neubauer. O cultivo foi realizado em triplicata para cada fungo testado.

Os cultivos foram incubados por 14 dias em shaker a 150rpm e 25°C, sendo

realizadas leituras da producgdo de AIA apds 7, 12 e 14 dias de crescimento. Em cada um dos
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dias foi retirado uma amostra de 1 mL dos cultivos em fluxo laminar, que foram centrifugados

por 10 minutos a 10.000g.

Foi montada entdo uma reagao colorimétrica em uma placa de 96 pogos com o reagente
de Salkowski, preparado de acordo com a metodologia de Gordon e Weber (1951). Foi
acrescentado 50 uL do sobrenadante dos tratamentos e 100 puL do reagente de Salkowski. Na
placa também foi adicionado um branco, em que foi pipetado 50 uL de 4gua ao invés do
sobrenadante dos tratamentos, € uma curva padrdo, produzida com diferentes dilui¢des da
solu¢do inicial de 1mg/ml de AIA comercial em etanol 100%, para correlagdo das absorbancias
obtidas com uma concentracao de AIA produzido. A placa foi incubada por 30 minutos no
escuro apos a adi¢dao do reagente e lida em um espectrofotometro no comprimento de onda de

530nm.

As absorbancias obtidas para os tratamentos foram subtraidas do valor do branco e

comparadas contra a curva padrdo, para obtencao da concentracao de AIA produzida.

4.4 SOLUBILIZACAO DE FOSFATOS INORGANICOS

Avaliamos quantitativamente a capacidade dos fungos solubilizarem o fésforo ligado a
trés metais diferentes: ferro, aluminio e calcio. Para isso, realizamos um cultivo com o meio
National Botanical Research Institute Phosphorus (NBRIP) (Nautiyal, 1999) com diferentes
fontes de fosfatos para cada uma das avaliagdes, conforme Tabela 1. Foram utilizados fosfato
de ferro diidratado, fosfato de aluminio ou fosfato de célcio, usando a mesma quantidade de

cada um no seu respectivo teste.

Reagentes Quantidade (g/L)

Cerelose 10
Ca3(PO4)2 / FePO4.2H,0 / AIPO4 5
MgCl.6H20 5

KCl 0,2

MgS0O4.7H,0 0,25
(NH4)2SO4 0,1

Agua MilliQ 1L

Tabela 1 - Meio de cultivo NBRIP liquido, pH = 7,0.
Fonte: Elaborada pela autora com base em Nautiyal, 1999.
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O ensaio foi montado em triplicata, com 50 mL do meio NBRIP em cada Erlenmeyer,
inoculados com 100 pL de uma suspensao de esporos padronizada com auxilio da camara de
Neubauer para 10° esporos/mL. Os cultivos foram incubados por 14 dias em um shaker a 150
rpm e 25°C. Junto dos tratamentos, 3 erlenmeyers sem indculo foram incubados e utilizados

como controle.

Para avaliagdo da solubilizacao de fosforo, foi utilizado um reagente de trabalho descrito
na Tabela 2 abaixo. Para composi¢dao desse reagente, as solugdes tiveram que ser preparadas
previamente, de acordo com a Tabela 3. A solugdo de acido ascorbico e o reagente de trabalho

tem que ser preparados no momento de uso, sem poder serem armazenados.

Reagentes Volume a ser adicionado
Acido sulfarico 5SM 12,5 mL
Solugao de molibdato de amonio 3,75 mL
Solugao de acido ascorbico 7,5 mL
KCl 0,2
Soluc¢ao de tartarato de potéassio e antimdnio 1,25 mL

Tabela 2 - Composicado do reagente de trabalho utilizado para quantificar o fosforo solubilizado por
microrganismos. O reagente foi produzido no momento de leitura da amostra e deve ser mantido por no maximo
24 horas em frasco de cor &mbar ou protegido da luz.

Fonte: Elaborada pela autora com base em Murphy e Riley, 1962.

Reagente Quantidade Volume de agua MiliQ Validade
Acido sulfarico concentrado 70 mL 500 mL 1 ano
Molibdato de amonio 4¢g 100 mL 30 dias
Acido ascorbico 0,132 ¢ 7,5 mL 24 horas
Tartarato de antimonio e 0,273 g 100 mL 90 dias
potassio

Tabela 3 - Composicao das solucdes utilizadas no reagente de trabalho. O acido sulfurico foi produzido
dentro de capela de exaustdo, adicionando lentamente o volume do 4cido em um volume menor de 4gua, com
agitacdo e resfriamento, sendo completado o volume de dgua apds a adi¢do de todo o acido.

Fonte: Elaborada pela autora com base em Murphy e Riley, 1962.

No dia da inoculagdo foi realizada a leitura da absorbancia do meio de cultivo, que sera
subtraido das leituras seguintes, ja que a agitacdo do shaker pode solubilizar uma porcentagem

do fosfato. A reagdo ¢ feita com 100uL do reagente de trabalho, 100 pL do meio de cultivo e
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1,8mL de 4gua miliQ; apds uma incubagdo de 40 minutos, pode ser realizada a medicao da

absorbancia no espectrofotdometro a 725nm.

Para poder relacionar a absorbancia das amostras e a concentragdo de foésforo em pg/mL
foi feita uma curva padrao, que deve ser realizada antes de todas as leituras, devido a produgao
de um novo reagente de trabalho. Foi realizada uma dilui¢ao de uma solugao estoque de fosforo,
diluindo 0,1757 g de fosfato de potassio monobasico em 1L de dgua miliQ. Os pontos da curva
padrdo estdo descritos na Tabela 4. Apds a dilui¢do dos pontos da curva, em microtubos de
2mL, adicionei 100ul da dilui¢do, 100 pL do reagente de trabalho e 1,8mL de agua miliQ.
Foram incubados por 40 minutos antes de realizar a leitura da absorbancia no espectrofotometro

a 725 nm.

Volume solugéo Volume Agua Concentragdo final
estoque de P (em pL) MilliQ (em pL) (ng/mL)

100 900 4

200 800 8

300 700 12
400 600 16
500 500 20
600 400 24
700 300 28
800 200 32
900 100 36
1000 - 40

Tabela 4 - Composicao das diluigdes que compdem a curva padrio.

Fonte: Elaborada pela autora.

Para avaliagcdo dos tratamentos, realizei amostragem no 7°, 12° e 14° dias de cultivo,
retirando 1 mL do cultivo em um microtubo de 1,5mL. Centrifuguei as amostras a 10.000 rpm
por 10 minutos. Foi montado, para cada réplica em um microtubo de 2mL, a rea¢dao contendo
100 pL do reagente de trabalho, 100 pL do sobrenadante da amostra e 1,8 mL de 4gua miliQ.
O controle, incubado no shaker junto com os tratamentos, porém sem ser inoculado, foi medido

junto das amostras.

Os resultados obtidos de todos os dias foram comparados e analisados para determinar
os fungos capazes de solubilizar foésforo ligado aos trés metais escolhidos, avaliando também a

taxa de solubilizacdo em razdo do tempo de incubagao.
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S RESULTADOS

5.1 ISOLAMENTO E ISOLADOS SELECIONADOS

Apbs o isolamento inicial obtivemos 17 fungos. Porém, algumas amostras nao

cresceram em repiques seguintes o que resultou em 10 fungos finais.

Os fungos obtidos e utilizados nesse trabalho seguiram a nomenclatura FGO1, FG02,
FGO03, FG04, FGO5, FG06, FG07, FG08, FG09 e FG10. Durante a realizagdo dos ensaios, 0s
fungos foram enviados a empresa ByMyCell para identificagdo molecular por sequenciamento
da regido ITS. O relatério enviado pela empresa identificou os isolados como pertencentes a

géneros detalhados na Tabela 5. A imagem 3 contém fotografias de todos os isolados.

Codigo isolados Género identificado

FGO1 Penicillium
FGO02 Purpureocillium
FGO03 Pochonia
FG04 Paecilomyces
FGO05 Entomortierella
FGO06 Cladosporium
FGO07 Fusarium
FGO8 Mucor
FG09 Fusarium
FG10 Mucor

Tabela 5 - Identificacdo molecular do género dos 10 isolados.

Fonte: Elaborada pela autora.

FGO1 FG02 FGO03 FG04 FG05
Penicillium sp. Purpureocillium sp. Pochonia sp. Paecilomyces sp. Entomortierella sp.

FGO06 FGO7 FGO08 FGO09 FG10
Cladosporium sp. Fusarium sp. Mucor sp. Fusarium sp. Mucor sp.

Figura 3 - Fotografias dos 10 isolados estudados. Na imagem temos fotografias de cada um dos isolados,
identificados com sua codificacio e com o género que foi identificado.

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.2 COMPORTAMENTO ANTAGONISTA

5.2.1 PAREAMENTO DE CULTURAS

Em relagdo ao pareamento de culturas, calculamos a taxa de inibi¢ao de cada um
dos antagonistas contra os 5 FFs. Foi considerado como taxa minima de controle eficiente do

patégeno uma inibi¢do de 40%. Os dados obtidos estdo resumidos na Tabela 6.

Antagonismo por pareamento (% de inibicdo)

Amostras
Sclerotinia Macrophomina . ) Fusarium Rhizoctonia

sclerotiorum phaseolina Fusarium solani graminearum solani
FGO01 7,33 41,19 39,19 43,19 50,75
FGO02 43,13 46,94 48,69 42,50 44,75
FGO03 0,00 30,38 36,81 31,31 0,00
FG04 39,13 44,44 42,88 32,69 43,75
FGO5 0,00 46,19 51,50 51,56 49,63
FGO06 0,00 27,25 26,94 0,00 27,81
FGO7 26,56 34,75 39,06 31,75 29,38
FG08 52,50 44,44 57,38 49,75 50,31
FGO09 37,50 28,50 46,56 38,75 40,50
FG10 38,69 47,85 32,00 53,69 52,69

Tabela 6 - Dados obtidos no teste de antagonismo por pareamento de culturas. A média da taxa de inibi¢ao de cada

tratamento esta representada com os isolados nas fileiras e os fitopatdgenos nas colunas.

Fonte: Elaborada pela autora.

Alguns fungos foram considerados destaques. As cepas FG02 ¢ FG08 foram
capazes de controlar todos os fitopatdégenos testados, além de serem as duas capazes de
controlar a Sclerotinia sclerotiorum (considerando uma eficiéncia de 40%, com as FG04, FG09
e FG10 atingindo valores proéximos ao corte). A cepa FGO5 controlou 4 dos fitopatdgenos e teve
crescimento micelial por cima do Fusarium graminearum, Macrophomina phaseolina e
Rhizoctonia solani. Algumas cepas também apresentaram halos de inibicdo significativos

contra os tratamentos, porém com controle abaixo de 40%.

Como resultados negativos, tivemos as cepas FG03, FG06 e FG07 que nao
inibiram acima de 40% nenhum dos FFs testados. A figura 4 contém fotografias de alguns dos

tratamentos realizados.
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Figura 4 - Fotografias do teste de antagonismo por pareamento de culturas. A figura 4. A mostra a interacdo da
Sclerotinia sclerotiorum contra os fungos FG03, FG04 e FGO05, respectivamente. Notamos com o FGO03 a inibigao
completa do antagonista e a formagao de esclerddios pelo patdgeno, com alguns esclerddios indicados pelas setas
vermelhas na imagem. Na segunda placa, temos a formac@o de um halo de inibigdo e a producéo de esclerodios
completamente inibida pelo FG04. O FGO08, na tltima placa, obteve 40% de controle e ndo vemos esclerodios. Na
figura 4.B temos o FGOS5 contra a Macrophomina phaseolina, com crescimento do micélio do antagonista por cima
do patdgeno, indicando uma competi¢do ou micoparasitismo. A figura 4.C mostra o Fusarium. solani com o FG09
e uma formacgdo de halo inibitério impedindo o avango do FF. O conjunto 4.D nos mostra o F. graminearum
interagindo com FGO01, FG04 e FGO08, da esquerda para a direita. Podemos observar inibi¢do micelial do FF no
centro da placa e alteracdo da coloracdo do seu micélio proximo ao antagonista, indicando uma relagdo de
competicdo e possivel resposta metabolica a presenga do outro fungo. A imagem 4.E mostra a Rhizoctonia solani
com os fungos FGO1 e FG02, nessa ordem, com a formagdo de halo de inibi¢do pelo FGO1 e grande inibig¢do
micelial pelo FG02, com micélio do antagonista crescendo sobre e interagindo com a regido de desenvolvimento
inicial do FF.
Fonte: Elaborada pela autora.

5.2.2 METABOLITOS DIFUSIVEIS

O teste de avaliagdo da acdo de metabolitos difusiveis foi pensado devido a
presenca de halos no teste de pareamento de culturas. Tivemos como resultados positivos
somente o fungo FGO2 conseguindo inibir o crescimento dos fitopatdogenos Macrophomina

phaseolina e Rhizoctonia solani, possivel visualizar na Figura 5.
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Figura 5 - Fotografias do teste de inibicdo por metabolitos difusiveis contra os patdégenos Macrophomina
phaseolina e Rhizoctonia solani. Na fileira de cima temos os tratamentos contra o fungo R. solani, e na fileira de
baixo com a M. phaseolina. Da esquerda para direita, temos as placas com tratamento dos fungos FG01 a FG04,
FGO05 a FGO8 e por fim FG09, FG10 e os controles positivo e negativo. Esta destacado com setas vermelhas os
tratamentos de FG02, que apresentaram resultado positivo, € 0s pogos com o controle positivo para comparagao.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.3 PRODUCAO DE ACIDO INDOL-3-ACETICO

Das 10 cepas testadas, somente os isolados FG05, FG07 e FG10 apresentaram produgao
de AIA em valores significativos dentro desse estudo, conforme dados na Tabela 7. Os isolados
FGO1, FGO8 e FGO9 tiveram leitura em alguns dias do teste, porém com valores proximos ao

minimo da curva padrdo e ndo constantes, considerado um resultado ndo significativo.

Produgio de AIA (ug/mlL)

Amostras
7 dias 12 dias 14 dias
FGO01 - 4,08 4,08
FG02 - - -
FGO03 - - -
FG04 - - _
FGO05 4,44 14,27 13,79
FG06 - - -
FGO7 - 12,76 11,66
FGO08 6,56 - -
FG09 - 411 _
FG10 - 14,77 18,59

Tabela 7 - Dados obtidos no teste de producdo de AIA. Média da concentragdo de AIA produzido em pg/mL por
cada isolado ap6s 7, 12 e 14 dias de cultivo. Células com trago (-) obtiveram absorbancia abaixo do valor minimo

da curva padrdo, sem producao de AIA.

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.4 SOLUBILIZACAO DE FOSFATOS INORGANICOS

A capacidade de solubilizacdo de fosfatos inorganicos foi avaliada durante 14 dias para
3 tipos de fosfatos. Os resultados estdo agrupados na Tabela 8. A interagdo com o fosfato de
calcio obteve os melhores resultados, apresentando maior numero de cepas capazes de
solubiliza-lo e maiores concentragdes de fosforo solivel. O isolado FGOI1 foi o destaque do
experimento, alcangando 503 pug de fosforo soltivel por mL. O FGOS5 teve um bom desempenho,
com valor final de 58 pg/mL. Como resultado negativo tivemos somente os fungos FG03 e
FG10, que ndo demonstraram capacidade de solubilizar o fosfato de calcio, e nem as outras

duas fontes de fosfato.

Solubilizacdo de Fosfatos (pg/mL de fésforo solavel)

Amostras Calcio Ferro Aluminio
7 dias 12 dias 14 dias 7 dias 12 dias 14 dias 7 dias 12 dias 14 dias

FG01 45,41 462,82 503,82 - - - 18,83 19,87 19,76
FGO02 18,52 23,36 23,61 17,15 9,18 9,62 15,79 17,99 17,11
FGO3 - - - - - - - - -
FG04 9,73 15,30 18,17 11,64 6,56 5,51 16,45 17,68 17,84
FGO5 28,56 57,91 58,34 - - - - - -
FGO6 12,86 17,56 19,58 - - - 15,99 17,57 17,70
FGO7 14,41 16,06 17,33 19,72 21,15 28,10 16,25 14,91 16,50
FGO08 - 24,27 27,98 - - - - - 4,74
FG09 14,90 10,97 13,48 18,85 19,34 23,90 18,52 16,09 16,29
FG10 - - - - - - - - 3,67

Controle - - - 19,62 13,77 15,13 5,48 3,66 5,76

Tabela 8 - Dados obtidos no teste de solubilizagdo de fosfato. Média da concentragdo de fosforo solubilizado em
pg/mL por cada isolado apds 7, 12 e 14 dias de cultivo, dividido nas fontes de fosfato (célcio, ferro e aluminio)

avaliadas. Células com trago (-) obtiveram absorbancia abaixo do valor minimo da curva padrdo, sem P soluvel.

Fonte: Elaborada pela autora.

O meio realizado com aluminio teve resultados medianos, com 6 isolados fungicos
obtendo niveis significativos de solubilizagdo de fosforo, entre 15 e 20 pg/mL. O fosfato de
ferro foi o mais dificil de ser solubilizado, a grande maioria das amostras apresentou baixa ou
nenhuma concentragdo de fosforo. Além disso, o meio realizado para controle, sem inoculante,
reagiu e teve concentracdo consideravel de P soltivel. Assim, somente os isolados FG07 e FG09
foram capazes de solubilizar o fosfato de ferro, com concentragdes de 13 e 8,77 pg/mL

respectivamente, subtraindo o valor medido no controle.
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6 DISCUSSAO

6.1 IDENTIFICACAO MOLECULAR

A analise da regido ITS identificou os géneros dos fungos que estdo sendo estudados.
Foram identificados 8 géneros distintos, alguns fungos cosmopolitas comumente presentes em

amostras de solo, como Cladosporium, Fusarium e Penicillium.

O género Penicillium ¢ um fungo muito conhecido pela sua producao de metabdlitos
secundarios, a partir do qual foi descoberto o primeiro antibiotico, a penicilina, em 1929 por
Alexander Fleming. O isolado FGO1, pertencente a esse género, teve resultados consolidados
pela literatura, ja sendo observada a capacidade de espécies de Penicillium em promogao de
crescimento vegetal e biocontrole, especialmente ligado ao modo de antibiose (Toghueo e
Boyom, 2020). Algumas espécies desse género também sao capazes de realizar biorremediagao
no solo, reduzindo o numero de metais pesados livres, e tem a¢do inseticida (Toghueo e Boyom,
2020). E importante notar que esse género é capaz de infectar plantas e animais, principalmente
relacionado a infecgdes oportunistas, como crescimento de mofo em frutos armazenados em
condi¢gdes favordveis ao seu desenvolvimento ou associado a micoses em pacientes
imunossuprimidos (Agrolink, 2025; Paterson et al, 2017). Nao existem produtos no mercado

brasileiro com espécies de Penicillium como um ingrediente ativo (Agrolink, 2025).

O género Paecilomyces ¢ muito estudado, com diversas aptidoes de diferentes cepas
relatadas, como agdo inseticida e fungicida e estimulacao de crescimento e produgdo de
sider6foros (Moreno-Gavira et al, 2020). Uma espécie importante no mercado de bioinsumos
¢ a Pupureocillium lilacinus, que pertencia ao género Paecilomyces até sua redesignagao para
o novo género nomeado Purpureocillium por Luangsa-ard et a/ (2011). Assim, pesquisas com
essa espécie podem ser encontradas com ambos os géneros dependendo da data de publicacdo.
A espécie P. lilacinus ¢ muito utilizada como ingrediente ativo em bioinsumos devido a sua
acdo nematicida, registrada até o momento em 20 produtos bioldgicos no Brasil, de acordo com

o site Agrolink (https://www.agrolink.com.br/). Essa espécie é capaz de penetrar os ovos de

nematoides do solo e produzir proteases que degradam a cuticula dos juvenis e adultos.
Analisando a morfologia e resultados dos isolados FG02 e FGO04, ¢ provavel que ambas
pertencam ao género Purpureocillium, sendo necessario investigacdo do genoma desses dois
isolados para confirmacao da hipotese. A identificacdo por ITS pode ter resultado nos géneros
distintos devido a comparagdo com amostras nomeadas antes de 2011, anterior a criagdo do

novo género.
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O isolado FGO3 pertence ao género Pochonia, muito estudado em relacdo a sua acao
nematicida. Estd presente em 7 produtos registrados no mercado brasileiro, de acordo com o

site Agrolink (https://www.agrolink.com.br/). O 1isolado FGO5 foi identificado como

Entomortierella, um género pertencente a familia Mortierellaceae. £ um fungo presente em
diversos habitats terrestres, capaz de se desenvolver em regides alpinas e glaciais com baixa
disponibilidade de nutrientes (Szedlacsek et al, 2025). Nao foram encontrados estudos

descrevendo aptiddes relacionadas a agricultura para esse género.

Os trés géneros Cladosporium, Fusarium € Mucor, identificados nos isolados FG06 a
FG10, impossibilitam o uso dessas cepas em bioinsumos, devido ao potencial patogénico de
suas espeécies. O género Cladosporium ¢ composto por fungos sapotroficos com relatos de
patogenicidade associados principalmente ao armazenamento de produtos e infeccdes
secundarias em plantas (Agrolink, 2025; El-Dawy et al, 2021). Foram realizados estudos em
outros paises sobre seu potencial para biocontrole e indugado de resisténcia em plantas (Chiabub
et al, 2025), porém no Brasil o risco fitopatogénico impede o avango do trabalho com espécies

do género.

Espécies de Fusarium sdao muito estudadas em relacdo a sua fitopatogenicidade,
incluindo um dos fitopatdégenos mais importantes para a agricultura, e a sua produgdo de
micotoxinas que causam danos a saude humana. Devido a esse potencial, a presenca de
Fusarium ¢ monitorada em alimentos constantemente, o que reduz o risco de contaminagao

(Paterson et al, 2017).

O género Mucor, dos isolados FGO8 e FG10, ¢ um importante patégeno humano.
Infeccdes flngicas costumam ndo serem danosas em individuos imunocompetentes, porém
podem ser perigosas em pessoas com imunidade comprometida. A mucromicose, nome da
doenga associada a esse patdgeno, quando desenvolvida em pessoas imunossuprimidas, pode
alcancar 68% de mortalidade (Paterson ef al/, 2021). Durante a pandemia da COVID-19
ocorreram aumentos significativos de casos de mucormicose, relacionado ao aumento de
pessoas com imunidade comprometida (Canovas-Marquez et al, 2023). Porém, algumas
espécies do género ndo tém potencial patogénico e podem ser trabalhadas, com relatos de
grande potencial na produgdo de biodiesel e biorrefinaria na produgdo de lipideos e enzimas

(Reis et al, 2019).
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6.2 POTENCIAL DE BIOCONTROLE

Os isolados de Entomortierella, Paecilomyces, Penicillium e Purpureocillium
demonstraram nessa pesquisa alto potencial para biocontrole de fungos fitopatogé€nicos. Os
quatro isolados foram capazes de inibir o crescimento de no minimo 4 dos 5 fitopatdégenos
testados com alta taxa de inibi¢do, apresentando caracteristicas de competicdo. Deve ser
analisado ainda o potencial de micoparasitismo desses fungos sobre os FFs e se existe uma

diminuigdo da esporulacao dos FFs.

Embora os isolados FG08 e FG10 tiveram resultados interessantes no pareamento de
culturas, pertencem ao género Mucor e o potencial de patogenicidade impedem a sua
composicdo em um bioinsumos € restringem o trabalho in vitro que pode ser realizado,

eliminando-as do trabalho.

Em relagdo a inibicdo micelial por metabodlitos difusiveis em agar, tivemos como
resultado positivo o isolado FGO02 identificado como pertencente ao género Purpureocillium.
Esse teste foi realizado apods a visualizagdao de halos de inibi¢dao no teste de antagonismo de
pareamento de cultura, envolvendo os isolados FGO1, FG02, FG04, FG06 e FG09. Na literatura,
encontramos relatos que citam a producao de metabolitos e antibioticos com agao inibitoria por
cepas de Penicillium (Fleming, 1929; Toghueo et al, 2020) e antagonismo por antibiose por

cepas de Paecilomyces (Moreno-Gavia et al, 2020).

O extrato bruto nao ter inibido os fitopatdgenos no nosso teste pode ter ocorrido devido
a baixa concentragao dos metabolitos especificos nas condi¢des do cultivo liquido, como tempo
de incubagdo, meio de cultura, presenga de luz, temperatura ou agitacdo. Ainda, o teste de
pareamento pode ter modificado o metabolismo ou concentragdo dos metabolitos produzidos
pelo fungo em meio solido em relagdo ao meio liquido e a presenca do patdgeno no pareamento
pode estimular rotas metabolicas especificas. Yang et al (2015) descreveu uma metodologia
similar a realizada para analise de inibi¢do por metabdlitos, porém ao invés de pipetar o extrato
bruto em pogos na placa de agar, foi misturado o extrato bruto na propor¢ao de 1:9 no meio de
cultura BDA morno, que foi entdo vertido em placas de Petri. Com esse método, aumenta-se a
concentragdo de metabolitos no meio e consegue uma maior interacao desses com o micélio do
patdégeno, que foi repicado no centro dessas placas. Essa metodologia pode ser uma

possibilidade para testar novamente as cepas que apresentaram halos de inibicao.
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6.3 POTENCIAL PARA PROMOCAO DE CRESCIMENTO VEGETAL

Embora existam relatos de individuos do género Pochonia com aptiddes para
solubilizacdo de fosforo e produgdo de hormonios vegetais (Godoy, 2018), o isolado FG03 nao
apresentou aptiddo para promoc¢ao de crescimento vegetal nos ensaios realizados. O isolado
FGO5 apresentou concentragdo média de producdo de AIA nas condi¢des do estudo e foi o
segundo maior solubilizador de fosfato de calcio, junto com o bom desempenho como
antagonista o tornam um 6timo candidato para um produto de inoculag¢do no solo. Dos isolados
selecionadas para avangarem em teste in vivo, o FGO5 foi o unico com potencial in vitro para

as trés atividades bioldgicas estudadas.

Os isolados FG02 e FG04 (Purpureocillium e Paecilomyces) solubilizaram todas as
fontes de fosfato. O isolado FG02 solubilizou maiores concentragdes de Caz(PO4)», seguido por
AIPOy4 e por ultimo o FePOs, conforme o encontrado na literatura em relacao a facilidade de
solubilizar essas trés fontes de fosforo insoluvel (Suraby et al, 2023). O FG04, no entanto,
obteve concentragdes semelhantes para as trés fontes de fosfato, destacavel devido a dificuldade

mencionada para solubilizar alguns elementos.

O 1solado FGO1, do género Penicillium, foi um 6timo solubilizador de Ca3(POa4)> nessa
pesquisa, alcancando 500 pg/mL. Ao compararmos com relatos de Penicillium solubilizadores
de alta eficiéncia, essa concentragao ¢ mediana. Suraby ef al (2023), descreve uma cepa capaz
de atingir 2950 pg/mL em meio com Caz(POs4), e atingiu valores semelhantes a nossa amostra
com o FePOj4, de maior complexidade para ser solubilizado. Mesmo com niveis tedricos mais
altos, essa concentracdo foi a maior obtida at¢é o momento na empresa que o projeto foi

desenvolvido e indica o grande potencial da cepa para compor um produto biologico.

Os outros cinco isolados, conforme discutido anteriormente, serdo excluidas do
processo de desenvolvimento, embora as amostras de Fusarium tenham sido capazes de

solubilizar as trés fontes de ferro em concentragdes significativas.



32

7 CONCLUSAO

Os dados expostos acima nos permitiram selecionar cepas para seguirem no pipeline de

desenvolvimento de novos produtos para o agronegdcio.

A identificacdo dos isolados ¢ uma etapa essencial para elimina¢do de cepas com
potencial patogénico para os seres vivos e prevenir custos de desenvolvimento em cepas que

nao podem compor bioinsumos.

Os isolados FGO1, FG02, FG04 e FGOS tiveram desempenhos excelentes nos testes in
vitro realizados, com alta inibi¢do do crescimento de fungos fitopatogénicos responsaveis por
perdas anuais no agronegdcio e aptidao para promog¢ao de crescimento vegetal por meio do
fornecimento de nutrientes essenciais € hormdnios estimulantes ao desenvolvimento de plantas.

,

E essencial seguir com as caracterizacdes dos 4 fungos selecionados para novos
potenciais, como producdo de sideréforos ou a¢do nematicida, e a realizagdo de testes in vivo

para confirmar o potencial notado neste trabalho.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os fungos analisados no trabalho fazem parte de uma pesquisa para selecionar
ingredientes ativos para composicdo de bioinsumos, buscando aumentar a produtividade
agricola e atender as necessidades dos produtores do pais.

3

E necessario desenvolver etapas de avaliagdo de patogenicidade -eficientes
anteriormente a manipulagdo de microrganismos potencialmente danosos a saude humana e
vegetal. No solo temos diversos patégenos humanos, perigosos desde a avaliacdo in vitro, €

fitopatdgenos, que devem ser excluidos antes de quaisquer testes in vivo.

Seguindo o desenvolvimento de produtos, as cepas com resultados positivo € que podem
ser trabalhadas participarao de avaliagdes in vivo para confirmar o potencial notado in vitro. Em
paralelo, devem ser avaliadas para outras aptiddes, como efeito inseticida e nematicida,
producdo de sideroforos, resposta a estresses abioticos, entre outros. Ainda, outras cepas
presentes no acervo da empresa devem ser avaliadas para as mesmas caracteristicas deste

trabalho.

Deve ser investigado o potencial observado no teste de pareamento de culturas de alguns
isolados inibirem a producao de esclerddios da Sclerotinia sclerotiorum, como o isolado FG04,
e a caracteristica do isolado FGOS5 de crescer micélio por cima dos fitopatogenos. Essas duas
caracteristicas podem reduzir a quantidade de inoculo dos fitopatogenos, diminuindo ou
eliminando estruturas de resisténcia e diminuindo ou impedindo a disseminagdo de esporos.
Ensaios devem ser pensados in vitro para confirmar se existe a diminui¢do da producao
estruturas de resisténcias ou de esporos nos fitopatdgenos na presenca dos antagonistas. Ainda,
podem ser realizados ensaios para avaliar a taxa de germinacdo de esporos ou esclerodios na
presenca dos antagonistas, que caso reduzida pode auxiliar na diminui¢do da disseminacao

desses fungos no campo.

Por altimo, ¢ importante manter o trabalho de isolamento de novos microrganismos,
com otimizagdo de técnicas de isolamento, como escolha do material ou dos meios seletivos
utilizados, a fim de obter o maior nimero de microrganismos de interesse agrondmico,

destacando microrganismos ndo tradicionais e inovadores para o mercado de bioinsumos.
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