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RESUMO

Com o aumento da demanda por alimentos se faz necessario otimizar a producdo de alimento
sem aumentar as areas de plantio. Uma forma de atingir esse objetivo ¢é reduzir as perdas de
producdo causadas por fitopatogenos de leguminosas, uma das principais fontes de
carboidrato, fibras, proteinas e minerais do brasileiro. Entre as espécies mais consumidas esta
o Phaseolus vulgaris L. (feijdo comum), que tem a sua producdo afetada pelos fungos
Macrophomina  phaseolina, Rhizoctonia solani, Fusarium sp. e Colletotrichum
lindemuthianum e pela bactéria Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli. Os defensivos quimicos
utilizados para o controle das infecgdes causadas por esses organismos sao classificados como
perigosos ao meio ambiente e ja ha cepas resistentes a esses compostos, por tanto ¢ urgente
procurar novos compostos que nao prejudique o meio ambiente e consiga inibir a acdo dos
fitopatdgenos. Uma alternativa sdo os compostos antimicrobianos produzidos por fungos
endofiticos, como o acido penicilico. Neste sentido, o objetivo desse trabalho foi produzir
extrato com &cido penicilico pelo fungo endofitico Penicillium rolfsii 11P2F2 e avaliar a sua
capacidade de inibir o crescimento dos fitopatdogenos M. phaseolina, R. solani, Fusarium sp.,
C. lindemuthianum e X. phaseoli pv. phaseoli em ensaios in vitro € in vivo nas sementes de
feijdo. Esse fungo endofitico foi isolado de Bromelia balansae Mez. (Bromeliaceae) e em
testes de confrontagdo por antagonismo direto contra os fitopatogenos M. phaseolina, R.
solani e Fusarium sp., o fungo P. rolfsii se mostrou ineficaz. Contudo seu extrato bruto a
partir do meio de cultura (Eb-Pen) contendo 270,4 ug/mL de acido penicilico foi ativo na
inibicao do crescimento da bactéria X. phaseoli pv. Phaseoli e o extrato de acetato de etila
(Eb-Pen-Ac) com 142 pg/mL de acido penicilico inibiu os fungos C. lindemuthianum,
Fusarium sp, € R. solani e inibiu a M. phaseolina com 284 ng/mL nos testes de microcultivo.
E ndo foi observado inibi¢do de germinagao do feijdo quando tratado com 142 até 497 ng/mL
do acido. Nos teste de sementes de feijao tratados com Eb-Pen-Ac e contaminadas com os
fungos fitopatogénicos foi observado que sementes tratadas ndo apresentavam sintomas de
infeccdo por R. solani, mesmo contaminadas. A partir dos resultados obtidos ¢ possivel
sugerir o uso de acido penicilico no combate a doengas causadas por bactérias e fungos

através do tratamento de sementes, desde que em baixas concentragoes.

Palavras-chave: antimicrobiano; defensivos; endofitico; feijao; tratamento de sementes.



ABSTRACT

With the increasing demand for food, it is necessary to optimize food production without
expanding planting areas. One way to achieve this goal is to reduce production losses caused
by phytopathogens in legumes, which are one of the main sources of carbohydrates, fiber,
proteins, and minerals for Brazilians. Among the most consumed species is Phaseolus
vulgaris L. (common bean), whose production is affected by the fungi Macrophomina
phaseolina, Rhizoctonia solani, Fusarium sp., and Colletotrichum lindemuthianum and by the
bacterium Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli. The chemical pesticides used to control
infections caused by these organisms are classified as harmful to the environment, and
resistant strains to these compounds already exist. Therefore, it is urgent to seek new
compounds that do not harm the environment and can inhibit the action of phytopathogens.
One alternative is the antimicrobial compounds produced by endophytic fungi, such as
penicillic acid. In this context, the aim of this work was to produce an extract containing
penicillic acid by the endophytic fungus Penicillium rolfsii 11P2F2 and to evaluate its ability
to inhibit the growth of the phytopathogens M. phaseolina, R. solani, Fusarium sp., C.
lindemuthianum, and X. phaseoli pv. phaseoli in in vitro and in vivo assays on bean seeds.
This endophytic fungus was isolated from Bromelia balansae Mez. (Bromeliaceae), and in
direct antagonism confrontation tests against the phytopathogens M. phaseolina, R. solani,
and Fusarium sp., the fungus P. rolfsii was ineffective. However, its crude extract from the
culture medium (Eb-Pen) containing 270.4 ug/mL of penicillic acid was active in inhibiting
the growth of the bacterium X. phaseoli pv. phaseoli, and the ethyl acetate extract
(Eb-Pen-Ac) with 142 pg/mL of penicillic acid inhibited the fungi C. lindemuthianum,
Fusarium sp., and R. solani, and inhibited M. phaseolina at 284 ng/mL in microculture tests.
No inhibition of bean germination was observed when treated with 142 to 497 ug/mL of the
acid. In the bean seed tests treated with Eb-Pen-Ac and contaminated with the
phytopathogenic fungi, it was observed that treated seeds showed no symptoms of infection
by R. solani, even when contaminated. From the results obtained, it is possible to suggest the
use of penicillic acid in the control of diseases caused by bacteria and fungi through seed

treatment, as long as it is in low concentrations.

Keywords: : antimicrobial; bean; chemical pesticides; endophytic; seed treatment.
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1. INTRODUCAO

Com o crescimento populacional, a demanda por alimentos tem aumentado
significativamente. Em paises em desenvolvimento, as leguminosas estdo entre as principais
fontes de proteinas, sendo uma op¢do de baixo custo para aumentar a disponibilidade de

nutrientes para a populacao (LAKSHMEESHA et al., 2020).

Os vegetais da familia Fabaceae (leguminosas), além de fonte de proteina, sdo fonte de
carboidratos, fibras alimentares, acidos graxos poliinsaturados, vitaminas e minerais, como
Ca, Cu, Fe, Mg e Mn (GULEWICZ et al., 2014). A espécie Phaseolus vulgaris L. (Fabaceace)
- o feijdo comum - est4 entre as leguminosas mais consumidas. Atualmente o Brasil € o maior
consumidor e o segundo maior produtor de feijao do mundo (EPAGRI, 2023; CONAB, 2024).
Contudo a sua producdo ¢ muito afetada por fitopatdgenos;, um exemplo o fungo
Colletotrichum lindemuthianum, causador da antracnose, que pode causar perdas de até 100%
na producido (COSTA et al., 2013). A antracnose ¢ uma doenga que causa lesdes nas folhas,
vagens e sementes, prejudicando a fotossintese e a formacao e qualidade das sementes da

planta infectada (MOHAMMED, 2013).

Os fitopatogenos sao microrganismos que afetam negativamente o desenvolvimento
das plantas, producdo de frutos e formacao de sementes. Algumas cepas de fungos e bactérias
fitopatogénicos ja apresentam resisténcia a antimicrobianos usados para o controle da
contaminagdo em plantagdes (HUNJAN; LORE, 2020). Fusarium graminearum, por
exemplo, apresenta alta resisténcia ao fungicida carbendazim, muito utilizado em plantagdes
de gramineas para o combate de fusariose (CHAVES et al., 2022). Neste contexto ¢ urgente a
busca por novos compostos para combater e prevenir as doencas causadas por esses
fitopatdgenos, uma vez que eles afetam a produtividade de espécies utilizadas na alimentagao

humana.

Uma das formas utilizadas no combate de disseminacao de pragas que utiliza baixo
volume de defensivos agricolas ¢ o tratamento de sementes a serem utilizadas no plantio, que
consiste na aplicagdo de antimicrobianos na superficie dessas sementes previamente ao
plantio (KANDEL et al., 2019). Atualmente sdo usados antimicrobianos de origem sintética,
os quais podem conter metais pesados na sua formulagdo e podem induzir a resisténcia dos
fitopatogenos a tais formulagdes, além de contaminar o meio ambiente (VIEIRA et al., 2022;

BAWA, 2023).
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Uma alternativa para o controle de fitopatégenos ¢ o uso de microrganismos e dos
seus também seus metabolitos secundarios, os quais tém sido descritos como formas de para
mitigar o efeito de estresses bioticos e abioticos em plantas (SIEBER, 2007). O primeiro
metabolito com propriedades antimicrobianas produzido em larga escala foi a penicilina,
produzido pelo fungo Penicillium chrysogenun, que foi amplamente aplicado na terapéutica
humana (KARDOS; DEMAIN, 2011, SAMSON; HADLOK; STOLK, 1977). Desde entdo
diversas moléculas com atividades antimicrobianas tém sido descobertas e utilizadas no
combate aos patogenos, como a Peniciadametizine A que inibe o crescimento do fungo
fitopatogeno Alternaria brassicae em concentracdo de 4 pg/mL (WANG; TANG, CAO,
2020).

Os microrganismos endofiticos sdo aqueles que residem no interior das plantas sem
causar danos a sua hospedeira. Esses organismos sdao conhecidos por promover o crescimento
e aumentar o mecanismo de resisténcia da planta contra estresses bioticos por meio da
producdo de bactericidas e fungicidas. Devido a essas propriedades os endofiticos tém sido
alvos na busca de compostos com propriedades antimicrobianas (KARDOS; DEMAIN, 2011;
HASHEM et al., 2023).

Os fungos endofiticos do género Xylaria produzem, por exemplo, a sordaricina, um
composto com agdo antifingica sobre Candida albicans (PONGCHAROEN et al., 2008).
Estes fungos endofiticos foram isolados de Palicourea longiflora DC. (Rubiaceae) e
Strychnos cogens Benth. (Loganiaceae) e seus metabdlitos apresentam acdo antimicrobiana
sobre Aspergillus flavus, Bacillus sp., Bacillus subtilis, Candida albicans, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Trichoderma sp. (SOUZA et al., 2004). Outros exemplos sdao fungos
do género Penicillium isolados de plantas apresentam atividades antimicrobianas, como o
Penicillium ochrochloronthe, isolado de Taxus media, produtor de derivados de a-pirona com
acdo antifngica contra os fitopatdogenos Alternaria solani, Fusarium graminearum,
Rhizoctonia cerealis, Colletotrichum graminicola, Colletortrichum gloeosporiodes e

Sclerotinia sclerotiorum (ZHAO et al., 2018).

Um metabolito secundario que tem sido estudado por alguns autores ¢ o acido
penicilico, produzido por algumas espécies de fungos do género Penicillium, que apresenta
propriedades antibacteriana, antifingica, anti-oomiceto e antiviral. O acido penicilico exibiu
uma reducdo de 75,31% da infec¢do causada por Xanthomonas citri nas folhas de Citrus

sinensis L. na concentragdo de 25 ug/mL (VIEIRA et al., 2022). Este metabodlito também
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inibiu o desenvolvimento de oomicetos fitopatogénicos do género Phytophthora em testes in
vitrn nas concentragdes entre 1 e 25 pg/ml e (KANG; KIM, 2004; BAURI et al., 2022).
Além disso, o 4cido penicilico tem mostrado efetividade na inibi¢do do crescimento de fungos
dos géneros Rhizoctonia, Gaeumannomyces, Alternaria, Colletotrichum e Magnaporthe,
como também a¢do antiviral sobre o agente causador da doenga de Newcastle, um virus
pertencente a familia Paramyxoviridae que ataca aves e causa elevadas perdas econdmicas na

criagdo (SUZUKI et al., 1971; SHEN et al., 2020; MAO, 2022).

Tendo em vista o potencial de controle dos fitopatdgenos pelo acido penicilico, o
objetivo desse trabalho foi produzir extrato com acido penicilico pelo fungo endofitico
Penicillium rolfsii 11P2F2 e avaliar a sua capacidade de inibir o crescimento dos
fitopatogenos Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Fusarium sp., Colletotrichum
lindemuthianum e Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli em ensaios in vitro € in vivo, bem

como seus possiveis efeitos fitotdxicos em sementes de P. vulgaris.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1.  Feijao

O feijado comum, Phaseolus vulgaris L., pertence a familia Fabaceae e € originario da
América Central (BITOCCHI et al., 2017). O Brasil ¢ o segundo maior produtor mundial,
atras apenas da India (EPAGRI, 2023). A safra de 2022/23 foi de 3.036,7 mil toneladas com
importagcao de 69,0 mil toneladas e exportacao de 139,0 mil toneladas dos graos. Entre janeiro
e dezembro de 2023, no que se refere as exportagdes, foram destinados 41% para a India, 11%
para o Egito e 10% para o Vietnd. Mesmo com o grande volume de exportagdes, o mercado

brasileiro € o maior consumidor dessa leguminosa (CONAB, 2023; CONAB, 2024).

Phaseolus vulgaris se desenvolve em solos com pH neutro, contendo fésforo, célcio e
magnésio, baixas concentracdes de aluminio e manganés e com minimo de 2% de matéria
organica. Os graos de feijdo sdo uma fonte acessivel de proteinas, lipidios, carboidratos,
oligossacarideos, fibras e vitaminas A e B. No Brasil o plantio pode ser feito em 3 épocas
diferentes, tendo trés safras por ano. Na primeira o plantio vai de agosto a dezembro, a
segunda de janeiro a abril e na ultima, a semeadura vai de maio até julho. E além da sua
importancia alimenticia de forma direta, o feijoeiro ¢ usado como adubagao verde por realizar
simbiose com bactérias que realizam a fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) (REINPRECHT
et al.,2020; AKHTAR et al. 2023; CONAB, 2024).

A FBN ¢ um processo realizado por bactérias do género Rhizobium e Bradyrhizobium
(KUMAR et al, 2020). Nesse processo, enzimas nitrogenases reduzem o nitrogénio
atmosférico (N,) em amonio (NH,), que pode ser absorvido pelas plantas, reduzindo a
necessidade da aplicag@o de fertilizante sintético no solo, por consequéncia reduz os custos da
produgdo. Essas bactérias fazem associagdo com plantas da familia Fabaceae, contudo plantas
vizinhas podem se beneficiar com o aumento da concentracdo de nitrogénio absorvivel no

solo (BELLENGER et al., 2020; KEBEDE, 2021).

Mesmo com a alta producao e diversidade de épocas de plantio, a producao de feijao
pode ser afetada por fatores abidticos ou bidticos. As oscilagdes climaticas e estresse hidrico
podem prejudicar a producdo de forma direta ou tornar a planta suscetivel a patdgenos
(CONAB, 2024). Entre esses pode-se destacar os fungos Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia solani, Fusarium sp. e Colletotrichum lindemuthianum. Para esses patdgenos, a

recomendacao ¢ o uso de cultivares resistentes aos patdgenos, rotagdo de culturas e uso de
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sementes tratadas para a prevenc¢do e redu¢do do indculo no solo, uma vez que esses agentes
podem ser transmitidos via semente (WENDLAND; LOBO JUNIOR; FARIA, 2018;
CANALE et al., 2020).

O controle de fitopatogenos em culturas comerciais pode auxiliar no crescimento da
producao reduzir a infec¢do na planta que prejudica a absor¢ao de nutrientes, aumentando a
producdo sem a necessidade de expandir as areas de plantio (BASHAY; DE-BASHAN, 2005).
Outro ponto importante ¢ com relacdo a reducdo de desmatamentos e preserva¢ao do meio
ambiente, pois diversos autores tém destacado esse impacto na prevencdo de perda da
producdo, uma vez que com as mudangas climaticas a tendéncia ¢ aumentar a incidéncia de
infec¢des causadas pelos fitopatdgenos, além de problemas graves relacionados a alteragdes

nos indices pluviométricos (LAWRENCE; VANDECAR, 2015; VIEIRA et al., 2022).

2.2. Fitopatogenos

As fitopatologias podem ser causadas por diversos microrganismos, como bactérias,
fungos, virus e protozoarios, os quais podem afetar tanto a produtividade de espécies vegetais
quanto a qualidade de seus produtos. As doengas causadas por esses microrganismos podem
gerar perdas anuais de 10 a 15%, sendo 70 a 80% dessas perdas causadas por doengas

fungicas (KASHYAP; KUMAR; SRIVASTAVA, 2016; PENG et al., 2021).

No Brasil, 60% da produgdo de feijio ¢ afetada pelos fungos Colletotrichum
lindemuthianum, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum e
Fusarium solani (PEREIRA et al., 2014). Além desses, o fungo Macrophomina phaseolina e
bactérias como a Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli também sdo conhecidos por afetar a

producdo de P. vulgaris (CANALE et al., 2020; AKHTAR et al. 2023).

O fitopatogeno M. phaseolina ¢ causador da podriddo do carvdo e em ambientes
aridos pode causar perda de até 100% das safras de feijdo. Esse fungo produz
microesclerddios que dificultam o controle dessa doenga (WRATHER et al., 2008; AKHTAR
et al. 2023). Os microesclerddios e esclerodios diferem em relagdo ao tamanho, porém ambos
sdo estruturas de resisténcia formadas por hifas com aparéncia redonda e firme que podem
permanecer viaveis no solo durante anos (KIRK ef al, 2008; SHORT et al, 2015;
BRUSTOLIN; REIS; PEDRON, 2016). A infec¢do da planta se inicia principalmente pela

raiz, quando ela entra em contato com solo contaminado (MARQUEZ et al., 2021).
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A podridao do carvao ndo afeta somente o feijao; existem registros de 500 espécies
diferentes que ja foram infectadas pela M. phaseolina. Somado a isso, os microesclerodios
podem permanecer vidveis no solo por até¢ 15 anos, tornando a rotacao de cultura um método
pouco exequivel para a reducdo do inéculo. E encontrado na Africa, Asia, Europa, América
do Norte e na América do Sul. Esse fungo coloniza o seu hospedeiro com auxilio de enzimas
que degradam a parede celular vegetal, permitindo que entre no sistema vascular da planta. A
sua propagacao ¢ feita principalmente pela sementes. Atualmente nao ha fungicidas quimicos
especificos eficazes registrados para o combate da M. phaseolina (KAUR et al., 2015;
MARQUEZ et al., 2021).

5cm

Figura 1 - Microesclerddios (indicados pela seta) de Rhizoctonia solani cultivada em BDA.

Fonte: autora.

O fungo R. solani também produz microesclerddios (Figura 1), sendo conhecido por
causar a podriddao radicular. Esta espécie afeta a producdo de arroz, milho, soja, tomate,
batata, ervilha e feijdo comum (BOLTON; THOMMA; NELSON, 2006; MAYO et al., 2015;
OLADZAD et al., 2019), atacando principalmente plantas em solo imido em temperaturas
entre 15 a 18°C e é um fungo cosmopolita (GUERRERO-GONZALEZ et al., 2011). Esse
fungo pode causar deterioracdo das sementes ou causar podriddo pos germinacao, afetando a

raiz e o caule (AKBER et al., 2023).

O controle da R. solani em soja (Glycine max (L.) Merr (Fabaceae)), ¢ realizado a
partir do tratamento das sementes com fungicidas para evitar a podriddo do hipocétilo.

Contudo, ja foram registrados linhagens de R. solani resistentes aos fungicidas Qoln
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(inibidores externos de quinona) que sdo utilizados no tratamento de sementes

(AJAYI-OYETUNDE; BRADLEY, 2018).

As espécies de fitopatdégenos do género Fusarium nio apresentam esclerodios, mas
possuem clamidosporos que sdao estruturas de resisténcia com esporos, podendo permanecer
viaveis no solo. As espécies de Fusarium ssp. podem colonizar partes aéreas da planta
hospedeira, como folhas, frutos, ramos e flores, porém sdo conhecidas por causarem a doenga
da podridio da raiz. O tecido vascular da planta ¢ a parte mais afetada, impedindo a
movimentagio da dgua (PEREZ-HERNANDEZ et al., 2020; WERE; VILJOEN; RASCHE,
2022).

Os fitopatdgenos do género Fusarium também sdo conhecidos por causarem doencas
em plantas de diferentes géneros e familias, como feijdo, soja, melancia, trigo, cevada e
milho. Em ambientes com muita umidade ocorre o favorecimento de crescimento desses
fungos. Além disso, ¢ importante destacar que linhagens de Fusarium também apresentam
resisténcia a defensivos agricolas de origem quimica como, por exemplo, os fungicidas

tebuconazol e benzimidazol (DWEBA et al., 2017, PEREZ-HERNANDEZ et al., 2020).

O fungo C. lindemuthianum ¢ causador da antracnose, uma doenga que afeta a
germinacdo, o sistema radicular e as folhas. A produgdo pode ser totalmente afetada pela
morte das plantas, perda das vagens e sementes com cancro. O crescimento desse fungo ¢
favoravel em ambiente fresco e imido, sendo que no Brasil j4 foram identificadas linhagens
de C. lindemuthianum resistentes ao fungicida tiofanato metilico (SARTORATO, 2006;
PADDER et al., 2017).

Além disso, as bactérias fitopatogénicas podem prejudicar a producdo de sementes de
feijdo, uma das mais conhecidas ¢ a X. phaseoli pv. phaseoli, agente etiologico do
crestamento bacteriano. Essa doenga tem como sintomas lesdes circundadas com por uma
zona de cor amarelo limao nos tecidos infectados na parte aérea da planta e manchas imidas
nas folhas. Esse género ¢ conhecido por afetar o crescimento e a produgdo de frutos de outras
familias de plantas como a Rutaceae (BELETE; BASTAS, 2017; VIEIRA et al., 2022). A
bateria tem crescimento favoravel em ambientes de altas temperaturas e umidade

(TRINDADE et al., 2015).

Como a maioria dos fitopatdgenos citados podem infectar sementes de outras espécies,

a rotagao de cultura pode ndo ser viavel para a redugao da concentragao dos indculos do solo e
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linhagens de sementes resistentes aos fungos pode ser pouco acessivel. J& o tratamento de
sementes ¢ uma opg¢do que utiliza baixa quantidade de defensivos agricolas, reduz o indculo
no solo e diminui a contaminagao via semente (TAYLOR; HARMAN, 1990; O’SULLIVAN;
BELT; THATCHER, 2021).

2.3. Tratamento de sementes

O tratamento de sementes consiste em selecionar sementes viaveis € sem crescimento
de patogenos visiveis e as envolver em uma solucdo antimicrobiana. Essas sementes podem
ser usadas somente para o plantio e como indicador sdo adicionados pigmentos (KANDEL et
al., 2019; LAKSHMEESHA et al., 2020). Com a prote¢do dos antimicrobianos as sementes
apresentam menor taxa de infec¢do, maior viabilidade de germinagdo e plantulas saudéveis.
Devido a essa maior chance de sucesso germinativo, essas sementes tém alto valor comercial

(TAYLOR; HARMAN, 1990).

Além de agregar valor, o tratamento de sementes ¢ mais sustentdvel e econdmico
quando comparado a outros métodos de controle de fitopatdégenos, pois necessita de um
volume menor de defensivo em comparagdo com a aplicagdo na parte aérea nas areas de
cultivo. Como a maior parte das doencas que afetam o feijao sdo transmitidas por sementes, o
tratamento reduz o indculo de patéogenos no solo, diminuindo a taxa de infec¢do na planta
adulta, reduzindo a necessidade de utilizacdo de defensivos agricolas na planta

poOs-germinagao, o que diminui o impacto ambiental (SHARMA, 2015).

Atualmente sdo usados defensivos de origem quimica para o tratamento das sementes.
Segundo o0 MAPA, no Brasil hé registros de 247 classes de fungicidas e 3 bactericidas usados
no tratamento de sementes de feijdo, sendo 23 classificados como “produtos perigosos ao
meio ambiente” e 224 como “produtos muito perigosos ao meio ambiente”. PRIOR;

MITTELBACH; BEGEROW, 2017; VIEIRA et al., 2022; BRASIL, 2024).

Neste sentido, ¢ premente a necessidade de buscar novos compostos no combate aos
fitopatdégenos de sementes, visando agregacdo de valor, aumento de produgdo e tratos
ecologicamente saudaveis. Uma alternativa ¢ o uso de metabolitos secundarios de
microrganismos endofiticos que sejam indcuos aos seres vivos e ao meio ambiente (VIEIRA

etal., 2022).
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2.4. Metabdlitos secundarios de microrganismos endofiticos

Metabolitos secundarios sdo substancias de baixo peso molecular produzidos por
organismos vivos como plantas, fungos, bactérias e outros. Estes metabolitos ndo atuam
diretamente no crescimento e reproducdo dos organismos e por esta razao também podem ser
denominados de metabodlitos ndo essenciais ou especiais (MACHELEIDT et al., 2016; PANG
et al., 2021). Entretanto, os metabdlitos secunddrios desempenham fun¢des importantes na
competicdo e comunica¢do inter e intraespecifica, adaptagdo, protecdo, defesa contra
herbivoros e como respostas a fatores abioticos desfavoraveis, contribuindo substancialmente
para a sobrevivéncia do organismo no ambiente (BRAKHAGE, 2013). Os grupos que
apresentam alta diversidade de produgdo de metabolitos secundérios sdo as bactérias, as

plantas e os fungos (O'CONNOR, 2015; RAMIREZ-RENDON et al., 2022).

Dentre as véarias espécies de fungos, estdo aquelas que tém capacidade de fazer
associagdes simbidticas com plantas e sdo denominadas endofiticas. Elas potencializam a
absorcao de nutrientes, induzem a resisténcia contra estresses bidticos e abiodticos e
desenvolvem interacdes antagonicas contra fitopatogenos (KUSARI; HERTWECK;
SPITELLER, 2012). Esses fungos podem colonizar todos os tecidos das plantas constituindo

0 seu microbioma, ndo causando prejuizos para o hospedeiro (ARNOLD, 2007).

Os fungos endofiticos podem biossintetizar diferentes classes de metabolitos
secundarios como, por exemplo, esterdides, xantonas, terpendides, isocumarinas, fendis,
quinonas, benzopiranonas e alcaloides. Grande parte desses metabodlitos apresentam
atividades antimicrobiana e inseticida, que podem ajudar a planta hospedeira na protecao
contra herbivoros (SINGH, 2019). Os estudos desses compostos sdo essenciais, pois o indice

de cepas resistentes tem aumentado acentuadamente (ECONOMOU; GOUSIA, 2015).

E um desses metabolitos com potencial para o combate de patéogenos € o acido
penicilico. Esse composto ¢ produzido por fungos filamentosos e atualmente tem aumentado
os estudos que visam a aplicagdo dele para o combate dos fitopatogenos por meio da
aplicag¢do foliar em citrus e em macieiras (KIM et al., 2022; VIEIRA et al., 2022). E Silva
(2023) isolou uma cepa de Penicillium endofitica de Bromelia balansae Mez. (Bromeliaceae)
de uma bancada lateritica que produz o acido penicilico que apresentava potencial para a

otimizagao da produgao.
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2.4.1. Acido penicilico

Descoberto em 1913 por Alsberg e Black, o acido penicilico (4cido
3-metoxi-5-metil-4-ox0-2,5-hexadienoico) foi inicialmente isolado do Penicillium puberulum
(Figura 2). Este metabolito secundario ¢ produzido por diferentes espécies de fungos
filamentosos dos géneros Penicillium e Aspergillus. Além disso, o acido penicilico foi

encontrado no co-cultivo dos fungos Fusarium solani e Talaromyces sp. (NONAKA et al.,

2015; MERILLON; RAMAWAT, 2017; LING et al., 2020).

O é4cido penicilico, em solu¢des aquosas, encontra equilibrio tautomérico com a
lactona, conforme ilustrado na Figura 2. E sugerido que seu mecanismo de acao ocorre sobre
os residuos SH das enzimas, reduzindo a atividade das mesmas, como a alcool desidrogenase

e a desidrogenase latica (ISMAIEL; PAPENBROCK, 2015).

o 0. _OH 0O
> O
£
0. HO O_

Figura 2 - Acido penicilico em equilibrio tautomérico em solugdes aquosas

O 4cido penicilico ¢ uma micotoxina com propriedades hepatotoxica, citotoxica,
antibacteriana, antiflingica, antiviral, anti-oomiceto e fitotoxica para Zea mays. E mesmo
sendo potencialmente toéxico aos humanos, ha estudos visando a sua aplica¢ao na industria
agricola para o controle de fitopatégenos (ISMAIEL; PAPENBROCK, 2015; LING ef al.,
2020; VIEIRA et al., 2022; BAURI et al., 2022).

Um exemplo da atividade do acido penicilico contra fitopatogenos foi descrito por
Vieira et al. (2022), que demonstraram o potencial do 4cido penicilico em reduzir as infec¢des
foliares causadas pela bactéria Xanthomonas citri em Citrus sinensis L., a qual ¢ denominada
de doenga do cancro citrico. Nesse estudo a aplicagdo do acido penicilico foi realizada nas
superficie das folhas de C. sinensis, reduzindo até 75,31% das manchas provocadas pelo

cancro apoés aplicacao na concentracao de 25 pg/mL.
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Além da inibicdo de bactérias fitopatogénicas, o dacido penicilico também tem
apresentado inibigdo de crescimento de fungos fitopatogénicos em testes in vitro, como R.
solani, Rhizoctonia cerealis, Gaeumannomyces graminis var. tritici, Alternaria alternate,
Colletotrichum gloeosporioides, Magnaporthe grisea e Fusarium oxysporum (SHEN et al.,
2020). O potencial biotecnologico do acido penicilico ¢ reafirmado pelas patentes ja
registradas. Em 2017 foi concedido um deposito de patente para o uso de fungo produtor de
acido penicilico para o controle de fitopatdogenos bacterianos e em 2022 houve a concessao
para a patente para o uso do extrato de Penicillium bissettii (com acido penicilico) com
atividade antibacteriana e antifungica (JIN-CHEOL et al., 2017; OK et al., 2022). Apesar de
ter potencial em inibir fitopatdgenos, o seu uso em tratamento de sementes de P. vulgaris

ainda ndo foi avaliado.
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3. OBJETIVOS
3.1.  Objetivo geral

Produzir o extrato com acido penicilico pelo fungo endofitico Penicillium rolfsii e
avaliar a sua capacidade de inibir o crescimento dos fitopatogenos Macrophomina
phaseolina, Rhizoctonia solani, Fusarium sp., Colletotrichum lindemuthianum e
Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli em ensaios in vitro € in vivo, bem como seus possiveis

efeitos fitotoxicos em sementes de Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae).

3.2.  Objetivos especificos

e Avaliar o potencial inibitério de crescimento do fungo P rolfsii nos fungos M.
phaseolina, R. solani e Fusarium sp.;

e Avaliar a inibi¢do de atividade do extrato bruto (Eb-Pen) do P. rolfsii sobre a X.
phaseoli pv. phaseoli em ensaios in vitro;

e Otimizar a producdo do acido penicilico pela cepa P. rolfsii em relagdo ao tempo de
cultivo e diferentes meios de cultura;

e Obter os extratos de P. rolfsii com elevada concentracao de acido penicilico;

e Avaliar o potencial do Eb-Pen em inibir o crescimento dos fungos fitopatdogenos M.
phaseolina, R. solani, Fusarium sp. e C. lindemuthianum;

e Avaliar a toxicidade do Eb-Pen em sementes de P. vulgaris;

e Avaliar o potencial do extrato em inibir a infestacdo de fungos fitopatdégenos em

sementes de P. vulgaris.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Material biologico

O fungo Penicillium rolfsii 1IP2F2 foi isolado das folhas de Bromelia balansae Mez.
(Bromeliaceae) pela doutora Fernanda Motta Ribeiro da Silva, que cedeu uma cultura
monosporica (SILVA et al., 2023). Essa cepa foi selecionada devido a sua produgao de acido
penicilico durante o processo de cultivo, o qual foi previamente caracterizado e monitorado
por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos e

espectrometro de massas (CLAE-DAD-EM), descrito em detalhes posteriormente aqui.

A espécie B. balansae foi coletada no municipio de Corumb4, na regido das bancadas
lateriticas (19°10°43” S, 57°32°19” O, 180 metros de elevagdo). A exsicata voucher
Damasceno-Junior et al. 3089 foi depositada no herbario COR da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul - Campus do Pantanal (UFMS-CPAN). Esse estudo foi cadastrado no
Sistema Nacional de Gestdo de Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado (SISGEN) sob nimero AE8625B (SILVA et al., 2023).

O fungo fitopatogénico Colletotrichum lindemuthianum foi cedido pelos
pesquisadores Celso Dornelas e Marcio Martinello Sanches, da Embrapa Gado de Corte
(Campo Grande - MS). Os fungos Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani € Fusarium
sp. foram cedidos pela Colecdo de Fungos do Mato Grosso do Sul da Universidade Federal do
Mato Grosso do Sul (CFMS - UFMS). Enquanto que a cepa bacteriana X. phaseoli pv.
phaseoli foi cedida pelo pesquisador Dr. Octavio Franco da Universidade Catélica Dom
Bosco (UCDB). O lote de Phaseolus vulgaris utilizado neste trabalho era da variedade

Carioca.
4.2. Manutencio dos microrganismos
4.2.1. Manutencao dos fungos fitopatogénicos

Os fungos utilizados neste trabalho foram cultivados em tubos inclinados e em placas
de Petri em meio Batata Dextrose Agar (BDA) em estufa a 28 °C. Com a excegdo do fungo
C. lindemuthianum, que foi cultivado e armazenado em meio Agar Aveia (AA; 20 g/L de

agar; 20g/L de aveia em flocos).

Durante o periodo de testes, os fungos foram inoculados nas placas de Petri com BDA

ou AA mensalmente. Depois de 14 dias de cultivo as colonias eram armazenadas em geladeira
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a 5 °C. E para caso de contaminagdo ou perda da colonia era feito o estoque em tubo
inclinado seguindo o método de Castellani modificado com solugdo de glicerol 20% e

refrigerado a 5°C (CAPRILES; MATA; MIDDELVEEN, 1989).

Esse estoque era repicado a cada 6 meses. Quando havia a necessidade de ativa-lo, era
retirado fragmentos do micélio e depositados em placa de Petri e cultivado por 7 dias em
seguida era repicado em uma nova placa. Apds a segunda repicagem seguia-se o método de

inoculacdo mensal com 14 dias de cultivo e armazenamento na geladeira.

4.2.2. Manutencao da bactéria Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli

A cepa X. phaseoli pv. phaseoli foi cultivada em meio Agar Nutriente (AN) em placa
de Petri em estufa a 28 °C. Para o estoque, a bactéria foi cultivada em tubo contendo 5 mL de
caldo nutriente a 28 °C em 200 rpm em mesa agitadora durante 2 dias. Depois disso os tubos
foram centrifugados a 4000 rpm, o sobrenadante foi descartado e adicionado 3 mL de solucao
de NaCl a 0,9% (p/v) ao precipitado, agitado até a homogeneizacdo e centrifugado
novamente. O sobrenadante foi descartado e esse processo foi repetido por mais duas vezes.
No fim, o precipitado foi transferido para um microtubo de 2 mL contendo 1,5 mL de glicerol

20%, agitado até ficar homogéneo e estocado a -5°C.

Para a reativacao da cepa estoque, foi retirado uma aliquota da solucao estoque com
auxilio de uma al¢a de platina e o plaqueamento foi realizado seguindo o método de
esgotamento (FONSECA; MARIN; MORRIS, 2006). Durante os testes, as bactérias ativas

eram repicadas a cada 14 dias em placas com AN.

4.3. Identificacao molecular da cepa fliingica obtida de Bromelia balansae

A cepa fungica isolada de B. balansae utilizada foi identificada em nivel molecular
pela empresa GoGenetic Ltda (Curitiba-Parana, Brasil) através do sequenciamento da regido
ITS do DNA ribossomal, utilizando os primers ITS-1 (forward) e ITS-4 (reverse), além do
primer TEF.

O envio da cepa seguiu a metodologia solicitada pela GoGenetic Ltda, com a colonia

isolada e cultivada em BDA por 7 dias a 28 °C. Os cromatogramas das sequéncias obtidas
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foram analisados conforme descrito por Silva et al. (2023). Estas sequéncias foram
submetidas a busca de similares depositadas no banco de dados GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) do NCBI através da utilizagdo da ferramenta

BLAST N (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Os dados serdo depositados no GenBank.

4.4. Testes de antagonismo por confrontacio direta

Para esse teste foi utilizado a metodologia proposta por Martins-Corder € Melo (1998),
com modificagdes. Para a obtengdo do indculo, os fungos R. solan, M. phaseolina, Fusarium
sp. € P. rolfsii foram cultivados em placas de Petri com BDA durante 7 dias a 28°C. Apds
isso, fragmentos de micélios de 0,5 x 0,5 cm foram retirados para o preparo do inoculo, os
quais foram transferidos para um microtubo de 2 ml contendo cinco discos de papel filtro de
0,6 cm de didmetro e 1,5 mL de 4dgua destilada, todo esse material foi previamente

autoclavado.

Os microtubos foram colocados na estufa a 28°C por 2 dias. Apds este periodo, os
discos com os fitopatdogenos foram transferidos para placas de Petri de 20 cm contendo BDA
com o auxilio de palitos de madeira. Os discos com P. rolfsii também foram inoculados nas
placas com os patdogenos, mantendo-se a mesma distancia da borda, em posi¢ao oposta a
colonia do fitopatogeno (Figura 3). Como controle, foram cultivadas também placas com os
discos somente com os patdégenos nas mesmas condi¢cdes que as placas em confronto.
Posteriormente, essas placas contendo os fungos em confronto e os controles foram incubados

a 28 °C durante & dias.
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5cm

Figura 3 - Exemplo de placa do teste de antagonismo por confrontacdo direta do Penicillium
rolfsii (a direita) e do fitopatogeno Fusarium sp. (a esquerda) na placa de Petri com BDA apds

& dias de cultivo.

Os testes de antagonismo por confrontagao direta foram realizados em triplicata,
obtendo-se assim, a média do desenvolvimento micelial. As medidas foram realizadas apds os
8 dias de cultivo, com auxilio de um paquimetro digital. Para o célculo da porcentagem de
inibigdo, foi utilizada a formula de McCalley e Torres-Grifol (1992), conforme descrito pela

seguinte formula:

% In = [(C — T)/C] x 100

Sendo:
(C) médias dos diametros das coldnias controle;
(T) médias dos didmetros das coldnias teste;

(%In) porcentagem de inibigao.



29

As medidas foram realizadas apos 8 dias de cultivo.

Para avaliar o nivel de inibigdo utilizou-se os critérios de Bell et al. (1982), onde as

avaliagdes foram feitas por uma escala de notas com valores de 1 a 5 (Tabela 1).

Tabela 1 - Escala de notas de porcentagens de inibicao em teste de confrontagdo direta

segundo Bell ef al. (1982)

Escala de nota % de inibicao

1 =100
1,5 > 87,5
2 > 66,6
2,5 > 62,5
3 > 50
3,5 >37,5
4 >33,33
5 >0

4.5. Otimizacio da producio de acido penicilico por Penicillium rolfsii 11P2F2

A otimizacdo da producdo do &cido penicilico pelo P. rolfsii foi realizada avaliando o
tempo de cultivo nos meios Caldo Batata Dextrose (CBD) e Caldo Czapek Dox (CCD). Os
in6culos foram obtidos de culturas de 7 dias em meio BDA e mantidas a 28°C. Foram
utilizados 3 fragmentos de micélio de 0,5 cm em cada repeti¢do, que foram transferidos para
erlenmeyers de 500 mL contendo 200 mL de meio cultura liquido. O cultivo foi realizado no

modo estatico a 28°C em duplicata.

Todas as replicatas foram cultivadas por 29 dias, tendo sido recolhidas quatorze
aliquotas do meio de cultivo ao longo desse periodo. Assim, foram coletadas aliquotas de 1,5
mL em cada tempo (1°, 3°, 5° 7°, 9° 14° 19°, 24° e 29° dia de cultivo), as quais foram
posteriormente centrifugadas a 14.000 rpm por 10 min e os sobrenadantes foram separados e

armazenados a -5 °C. Essas amostras foram liofilizadas para obtencdo dos extratos brutos
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(Eb) e armazenadas a -5 °C até o momento das andlises por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos e espectrometro de massas

(CLAE-DAD-EM).

4.5.1. Analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao
detector de arranjo de diodos e espectrometro de massas

(CLAE-DAD-EM)

Os extratos foram analisados por CLAE-DAD-EM utilizando um cromatografo UFLC
(Shimadzu) acoplado a um detector de arranjo de diodos. As amostras foram preparadas e as
analises realizadas com solventes grau HPLC (metanol) da marca J.T.Baker ¢ dgua ultrapura

(Milli-Q, Millipore).

As amostras foram preparadas na concentra¢ao de 1 mg/mL utilizando metanol e 4gua
7:3 (v/v) e filtradas em filtro seringa de PTFE (0,22 um, Millex, Millipore) antes da injecao
no sistema cromatografico. A vazao foi de 0,3 mL/min e a temperatura do forno foi de 50 °C.
A fase movel utilizada foi 4gua deionizada (A) e acetonitrila (B), ambos contendo 0,1% de
acido formico. O seguinte gradiente de eluicao foi utilizado: 0-2 min -3% B, 2-25 min -
3-25% B, 25-40 min — 25-80% B ¢ 40-43 min - 80% B. Os dados obtidos foram analisados no
programa Data Analysis (Bruker Daltonics, Billerica, EUA).

O padrao auténtico de 4cido penicilico foi injetado para confirmacdo da anotacdo nos
extratos. Este padrdo foi obtido através do isolamento no trabalho de doutorado da Fernanda
Motta Ribeiro da Silva (SILVA; 2023). O tratamento de otimiza¢do da producdo que
apresentou a maior intensidade de area do acido penicilico foi selecionada para quantificacao
e cultivo em larga escala para a obtencdo de extratos com massa suficiente para a realizagdo

das andlises quimicas e avalia¢des contra os os fitopatdgenos.

4.5.2.  Cultivo e obtencao dos extratos de Penicillium rolfsii 11P2F2

ApoOs a avaliagdo da condi¢ao de cultivo mais favoravel para a producao do acido
penicilico, iniciou-se o cultivo em maior escala. Para isto, foram utilizados 45 frascos de
erlenmeyers de 500 mL contendo 200 mL de meio de cultura, os quais foram mantidos em

estufa a 28° apods a inoculagdo. O tempo e o meio de cultivos usados foram os que Eb-Pen
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apresentaram maior concentra¢do de acido penicilico, identificado em teste 4.5. Apos esse
periodo ideal de cultivo, o micélio foi separado e a fase liquida foi filtrada em duas camadas
de papel filtro (Unifil, gramatura 80g/m?), liofilizada e armazenada a -5°C até seu uso. Esse

extrato bruto aquoso foi denominado de Eb-Pen.

4.5.2.1. Obtenc¢ao do extrato acetato de etila de Penicillium rolfsii

11P2F2

Para diminuir a concentragdo de glicose presente no Eb-Pen foi realizado uma
extracdo liquido-liquido obtido no item 4.5.2, 1g de Eb-Pen foi solubilizado em 500 mL de
H,0:MeOH 2:1 (v/v) e particionado com acetato de etila (AcOEt). Apds isso, o extrato
AcOEt foi extraido com agua deionizada utilizando um funil de separacao e a fase organica
final foi entdo concentrada em evaporador rotativo, seco por liofilizacdo para a obtencdo do

extrato bruto em acetato de etila (Eb-Pen-Ac). Este extrato seco foi armazenado a -5°C.

4.5.3. Analises quimicas dos extratos Eb-Pen e Eb-Pen-Ac de Penicillium
rolfsii 11P2F2 por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
ao detector de arranjo de diodos e espectrometro de massas

(CLAE-DAD-EM)

As analises foram adquiridas por cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando um
UFLC-20AD Prominence Shimadzu acoplado a um detector de arranjo de diodos (DAD) e
espectrometro de massa (CLAE-DAD-EM) com fonte de ionizacdo por eletrospray e
analisadores quadrupolos e de tempo de voo sequenciais (MicrOTOF-Q III, Bruker
Daltonics). A separagdo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna cromatografica
Kinetex® C18 (2,6 um, 100 A, 150 x 2,1 mm, Phenomenex) acoplada a uma pré-coluna do
mesmo material. As andalises foram realizadas com vazdo de 0,3 mL/min e a coluna
cromatografica foi mantida a 50 °C durante as andlises. A fase movel utilizada foi acetonitrila
(B) e agua ultrapura (A), ambas contendo 0,1% (v/v) de acido formico. Todas as amostras
foram analisadas nos modos de ionizagdo positivo € negativo para a anotagdo dos seus
constituintes ¢ em modo de ionizagdo negativa para a quantificagao do acido penicilico. Os

parametros utilizados no espectrometro de massas foram os seguintes: gas nebulizador (N,, 4
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Bar) e gés de secagem (N,, 9 L/min). O gas N, também foi utilizado como gés de colisdo para

aquisi¢ao dos espectros de fragmentagdo (EM/EM).

Para a anotacdo dos constituintes dos extratos Eb-Pen e Eb-Pen-Ac, o gradiente de
eluicdo utilizado nas analises cromatograficas foi o seguinte: 0-2 min (3% de B), 2-25 min
(3-25% de B), 25-40 min (25-80% de B), e 40-43 min (80% de B, isocratico). As amostras
foram preparadas em metanol e agua 7:3 (v/v) na concentracdo de 3 mg/mL, filtradas em

filtro seringa (PTFE, 0,22 um e 13 mm de didmetro) e injetadas no sistema cromatografico (2

uL).

A quantificacdo do acido penicilico foi determinada empregando o mesmo método
cromatografico utilizado para a notacao dos constituintes e descritos aqui neste item. A curva
de calibracdo foi obtida em triplicata com as concentragdes do acido penicilico de 1 a 0,031

mg/mL.

4.6. Avaliacoes dos efeitos de inibicio do crescimento de bactérias e fungos

fitopatogénicos

4.6.1. Bactéria fitopatogénica Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli

4.6.1.1. Indculo da bactéria fitopatogénica

O in6culo de X. phaseoli pv. phaseoli foi cultivado em caldo nutriente (3 g/L de
extrato de carne; 5 g/L de peptona; 5 g/l NaCl; pH 6,8) por 48h. Posteriormente, este foi
centrifugado a 4.000 rpm por 5 min e o precipitado foi ressuspendido em solu¢do de Tween
20 a 1%. O in6culo de X. phaseoli pv. phaseoli foi padronizado em 0,2 de absorbancia em
600 nm de comprimento de onda em espectrofotometro (Kasvi, K37-Uvvis, UV/Visivel
190-1100nm). Assim, foram realizadas diluigdes quando necessarias para que todos os

in6culos estivessem na mesma concentragao de células bacterianas (FAI; GRANT, 2009).
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4.6.1.2. Avaliacao dos extratos sobre a bactéria Xanthomonas

phaseoli pv. phaseoli

Como proposto por Arendrup et al. (2020), os meios de cultura foram preparados de
acordo com as instrugdes do fabricante com uma concentragao 4 vezes maior, sendo utilizado
o meio de cultura caldo nutriente. O extrato Eb-Pen foi previamente filtrado em filtro seringa

0,22 um (Poliamida, Millex, Millipore) para posterior anlise sobre a bactéria fitopatogénica.

Em microplacas de 96 pocos com fundo chato foram adicionados, em cada pogo, 100
pL da solucdo de extrato Eb-Pen, 100uL de meio de cultura e 100 pL de in6culo do
fitopatogeno. Nos controles foram adicionados somente o ino6culo (100 pL), meio de cultura
(100 pL) e agua destilada estéril (100 puL), em substitui¢ao ao extrato bruto. Foram testadas 8
diluigdes, entre 33,8 e 70 mg/mL (70, 62,5, 57,9, 52,7, 48, 43,4, 38,5 e 33,8 mg/mL),

conforme descrito por Arendrup et al. (2020). Cada tratamento foi realizado em triplicata.

A leitura do ensaio de inibi¢do de X. phaseoli pv. phaseoli foi realizado ap6s de 8h da
aplica¢do de cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazolio (TTC) a 0,5%, que € feita apds 24 horas de
cultivo na microplaca (CASTRO; LIMA, 2010). A identificacao de inibi¢cdo foi realizada de
forma visual, considerando que houve inibi¢ao quando apresentava coloracao amarela (a cor

do meio de cultura) e que ndo houve inibi¢do quando apresentou cor rosa.

4.6.2. Fungos fitopatogénicos

4.6.2.1. Indculos dos fungos fitopatogénicos

Para obtencdo dos indculos, os fitopatogenos C. lindemuthianum, M. phaseolina, R.
solani e Fusarium sp. foram cultivados em 40 mL de BDA em erlenmeyers de 250 mL
inclinados por 5 dias a 28°C. Apos esse tempo de crescimento, adicionou-se 20 mL de Tween
20 a 1% e a raspagem dos micélios foi realizada com auxilio de uma al¢a de platina. A
solugdo contendo os micélios foi entdo transferida para tubos autoclavados. A padronizacao
dessa solucao foi realizada considerando 0,2 de absorbancia a 600 nm de comprimento de
onda, o qual foi mensurado em espectrofotometro (Kasvi, K37-Uvvis, UV/Visivel
190-1100nm). Caso fosse necessario, foram realizadas dilui¢des até atingir essa absorbancia,
para que todos os inoculos estivessem a mesma concentracdo de células (GRANADE;

HEHMANN; ARTIS, 1985; FAI; GRANT, 2009).
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4.6.2.2. Avaliacao dos extratos em testes de inibicao do crescimento

de fungos fitopatogénicos

No microcultivo dos fungos fitopatogénicos (Fusarium sp., C. lindemuthianum, M.
phaseolina e R. solani) fo1 usado meio CBD e o Eb-Pen-Ac foi diluido em 4gua. Seguindo a
metodologia de Arendrup et al. (2020) com modificagdes, nos pogos da microplaca foram
adicionados 50 pL de Eb-Pen-Ac, 50 pL de CBD (com concentragdo de 800 g/L de extrato de
batata e 80 g/L dextrose) e 100 pL. do indculo, preparado conforme descrito no item anterior.
Para o controle, as amostras avaliadas foram substituidas por agua. Dilui¢des seriadas foram
realizadas com as amostras avaliadas resultando nas concentracdes de 2 a 0,125 mg/mL. As

avaliacdes de cada concentragdo foram realizadas em quintuplicata.

A leitura dos resultados do teste de microcultivo seguiu a metodologia proposta por
Arendrup et al. (2020). A identificagdo da inibi¢do foi feita ap6s 48 horas observando a
presenga ou ndo da formac¢do de micélio. Foi aplicado 10uL de cloreto de 2,3,5-trifenil
tetrazolio (TTC) a 0,5% para confirmar a inatividade celular nos pocos sem crescimento
visivel do micélio. As placas foram observadas depois de 8 horas da aplicagao do TTC. Foi
considerado sem atividade os pocos com coloracdo amarela e com atividade os que tinham

COr rosa.

4.7.  Ensaios in vivo em sementes de Phaseolus vulgaris
4.7.1. Avaliacdo da viabilidade das sementes Phaseolus vulgaris

A avaliacdo da viabilidade de sementes de P. vulgaris foi realizada seguindo a
metodologia proposta pelas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009) para o teste de

tetrazolio. O teste foi realizado com 4 repeti¢des, cada uma com 50 sementes de P. vulgaris.

As sementes foram lavadas previamente em agua corrente. No fluxo laminar foram
submersas em hipoclorito de sédio 1% por 5 minutos, dgua estéril, dlcool 70% durante 5

minutos e novamente lavadas com agua estéril.

Cada grupo de repeticao foi passado para uma placa de Petri com duas folhas de papel
de filtro previamente autoclavados e umidos com 1 mL 4gua destilada autoclavada. As
sementes permaneceram entre as duas folhas de papel na placa de Petri fechada, por 24 h a 25

°C.
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Apbs o pré-umedecimento sugerido pelas Regras para Analise de Sementes (BRASIL,
2009) para a espécies de Fabaceae, as sementes foram transferidas para um béquer de 100
mL, submersas em solugdo de TTC a 0,075% (p/v), vedadas com papel filme e mantidas

durante 24h a 40 °C em estufa.

Depois disso, o tegumento das sementes era retirado € os cotilédones eram separados
para a observacdo da parte interna e do embrido. Sementes sem partes do embrido, com
predominancia da cor vinho escuro e/ou sem coloragdo nos cotilédones e/ou no embrido
foram consideradas inviaveis, ademais aquelas que apresentavam cor vermelha de forma
uniforme por toda a semente foram classificadas como viaveis. Com esses dados foi feito o

seguinte calculo da porcentagem de sementes vidveis para determinar a viabilidade do lote:
V%=100xS/T

Onde:

V% = Porcentagem de viabilidade

S = Numero de sementes viaveis

T = Numero total de sementes

4.7.2. Efeito fitotoxico dos extratos de Penicillium rolfsii 11P2F2 sobre

Phaseolus vulgaris

A assepsia das sementes foi realizada conforme descrito no item 4.7. Apos a limpeza
e desinfec¢ao das sementes, estas foram colocadas em em papel filtro autoclavado em placas

de Petri, sob fluxo laminar por 30 min para a secagem total.

As sementes foram submersas em SmL do extrato (Eb-Pen-AcOEt) diluido em agua
destilada autoclavada por 5 minutos. Em seguida, foram colocadas para secar novamente em
papel filtro por 20 min. Para esse teste foram avaliados trés tratamentos, com os extratos nas
concentragoes de 3, 1,75 e 0,5 mg/mL, em triplicata e o controle. Apds a secagem final, as
sementes foram acondicionadas em gerbox 15x15cm desinfetadas previamente com alcool
70% contendo 100 mL de agar 1%. Em cada placa, foram acondicionadas 20 sementes

dispostas de forma uniforme pela caixa (Figura 4).



36

Figura 4 - Disposicao das sementes de Phaseolus vulgaris em gerbox 15x15 cm com agar

1% utilizadas na avaliacao dos extratos

A porcentagem de germinagdo (G%) foi calculada de acordo com o descrito por

Oliveira e colaboradores (2002) com aplicacao da seguinte férmula::
G%=100xS,/N

Onde:

G% = Porcentagem de germinacao

S.;=Numero de sementes no i-ésimo dia

N = Numero total de sementes colocadas para germinar em cada gerbox

4.7.3. Efeito dos extratos de Penicillium rolfsii 11P2F2 sobre as sementes

de Phaseolus vulgaris contaminadas com fitopatogenos

A assepsia das sementes foi realizada conforme descrito no item 4.7. e para o preparo
das gerbox conforme descrito no item 4.8. O indculo dos fungos fitopatdogenos foi preparado
da mesma forma que o realizado para os ensaios de inibi¢do dos fungos patogénicos em
microcultivo, conforme descrito no item 4.6.2.1. O teste foi realizado com os fungos C.
lindemuthianum, R. solani e Fusarium sp. Para a contaminag¢do do substrato, 50 pL da

solucdo com micélios dos fungos fitopatogénicos foram adicionados na superficie do agar 1%
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na gerbox e espalhado com auxilio de uma al¢a de Drigalski. Essa solugdo foi preparada da
mesma forma que o inoculo para o teste de microcultivo (4.6.2.1.). Para aplicacdo dos
extratos Eb-Pen-AcOEt, foi utilizada a mesma metodologia do ensaio de fitotoxicidade dos
extratos de P. rolfsii 11p2F2 sobre P. vulgaris, e as concentragdes avaliadas foram aplicadas,
bem como os pardmetros aplicados nos ensaios de inibicdo dos fungos fitopatogénicos em

microcultivo conforme descrito no item 4.6.2.

Os tratamentos foram realizados em triplicata, os quais contemplaram os seguintes
tratamentos: (1) semente sem tratamento com o Eb-Pen-Ac e sem contaminacdo de
fitopatégeno para o controle; (2) semente com tratamento com o Eb-Pen-Ac e sem
contamina¢do; (3) sementes tratadas e contaminadas com os fungos fitopatogénicos, sendo
aplicado separadamente (cada tratamento) os fitopatdégenos (C. lindemuthianum, R. solani e
Fusarium sp.); (4) sementes sem tratamento com o Eb-Pen-Ac e contaminadas, sendo
aplicado separadamente (cada tratamento) os fitopatogenos (C. lindemuthianum, R. solani e

Fusarium sp.).

Durante esses ensaios, a germinagdo foi avaliada no 4°, 5° e 6° dia de cultivo das
sementes. No 7° dia do ensaio, foi realizada a medida do comprimento da parte aérea, da raiz
primaria e do peso umido das plantulas de feijao. Além disso, também foram observados e
anotados dados relativos as plantulas infectadas que apresentavam algum tipo de deformidade
e/ou auséncia de alguma estrutura seguindo as Regras para Analise de Sementes (BRASIL,

2009).
4.8. Analises estatisticas

Para a validagdo dos ensaios de fitotoxicidade e dos efeitos dos extratos em sementes
contaminadas com fitopatogenos em gerbox foi realizado ANOVA com o teste Tukey com
5% de probabilidade, pelo software SISVAR (versdao 5.8) (FERREIRA, 2019). Para isto,
foram analisados o tempo de germinacao e as medidas das partes aéreas, raizes primarias e do

peso umido das plantulas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Identificacio molecular da cepa fungica obtida de Bromelia balansae

A cepa 1IP2F2 isolada de B. balansae (SILVA et al., 2023) foi identificada a nivel
molecular através do sequenciamento das regides ITS 1 e 4. O resultado foi comparado com
dados depositados no GenBank e foi obtido 99% de similaridade com a espécie Penicillium
rolfsii, pertencente a familia Aspergillaceae, ordem Eurotiales, classe: Eurotiomycetes e filo

Ascomycota.

Penicillium rolfsii ¢ conhecido por produzir as enzimas tanase, Xilanase e
B-1,3-glucanase, contudo ndo ha trabalhos que notifiquem a produg@o do 4cido penicilico em
outras cepas além da que foi isolada por Silva ef al. (2023). Porém a produgdo desse
metabolito ¢ bem comum em fungos do género Penicillium (LEE et al., 2014; LEE et al.,

2015; ANDRADE et al., 2020; LING et al., 2020).

5.2.  Testes de antagonismo por confrontacio direta

Os testes de antagonismo por confrontagao direta foram realizados com a cepa do

endofito P. rolfsii e os fungos fitopatogenos Fusarium sp., M. phaseolina e R. solani.

Penicillium rolfsii apresentou inibicao de 5 na escala de Bell et al. (1982) contra os
fitopatogenos Fusarium sp. € M. phaseolina em teste de confronto direto. Dentre os
fitopatogenos utilizados no ensaio, foi possivel observar uma maior porcentagem de inibi¢ao
do crescimento de Fusarium sp. com inibigdo de 11,25% no 8° dia de cultivo pela cepa P.
rolfsii. J& para o fitopatogeno M. phaseolina, P. rolfsii exibiu uma inibicao de seu crescimento

de 8,72% (Figura S e Figura 6).

O fungo fitopatogénico R. solani ndo obteve inibi¢do de seu crescimento promovido
por P. rolfsii. Portanto, os resultados obtidos demonstram que P. rolfsii, um endofito de B.
balansae, nao possui atividade de antagonismo direto contra R. solani e apenas uma baixa

atividade contra Fusarium sp. € M. phaseolina.

Fungos filamentosos que reduzem o crescimento micelial de R. solani, Fusarium sp. e
M. phaseolina ja foram registrados. Como o Acrophialophora jodhpurensis, que reduziu o

crescimento do R. solani em confronto direto. o 4. jodhpurensis pode atuar na inibigdo pela
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produgdo de metabolitos secundarios nos testes in vitro (DAROODI; TAHERI; TARIGHI,
2022).

O género Trichoderma também ¢ conhecido pelo seu alto potencial de biocontrole.
Cepas de Trichoderma atroviride inibiram o crescimento de R. solani em 60% em co-cultivo.
Outras espécies como Trichoderma virens podem induzir a resposta de defesa da planta contra
a R. solani, produzir fenolicos toxicos ao patdgeno e realizar micoparasitismo (SZCZECH et

al.,2017; Hu et al., 2022).
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Figura S - Porcentagem de inibicao dos fitopatdégenos R. solani, Fusarium sp. e M.

phaseolina em teste de antagonismo por confrontagdo direta com a cepa endofitica P. rolfsii

Em testes de antagonismo os fungos Aspergillus favipes e Aspergillus favus reduziram
o diametro do crescimento micelial de M. phaseolina em 53% e 41%, respectivamente.
Quando o extrato contendo metabolitos secundarios de 4. favipe foi aplicado em amostras de
DNA de M. phaseolina houve degradacdo. Esse extrato era composto por antimicrobianos
que poderiam justificar a sua a¢do inibitoria, como o acido benzenodicarboxilico (KHAN;

JAVAID, 2021).

O Fusarium sp. foi o que apresentou maior inibi¢ao pelo P. rolfsii, contudo em outros

estudos o Trichoderma atrovirde diminuiu o crescimento de Fusarium oxysporum em 92,11%
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em comparagdo com o controle por meio de metabdlitos secundarios e micoparasitismo

(NOFAL et al., 2021).

Mesmo o P. rolfsii ndo apresentando potencial de biocontrole por confronto direto com
os patogenos, havia a possibilidade do controle pelo extrato, principalmente por causa da
producao de acido penicilico previamente identificada. Em pesquisas a extracdo desse acido
era feita apos 20 dias de cultivo do fungo (VIEIRA et al. 2022), por ser um metabolito
secundario a sua produgdo poderia ocorrer apos alguns dias de confronto, justificando a
auséncia de inibi¢do significativa dos patogenos. Portanto foi necessario realizar um teste de
otimizacdo da producdo, para mapear as melhores condi¢cdes de cultivo produzir e

posteriormente aplicar o extrato.
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Rhizoctonia solani

Macrophomina phaseolina

Fusarium sp.
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Figura 6 - Registro do teste de confronto direto entre os R. solani, Fusarium sp. e M.
phaseolina e o fungo endofitico P. rolfsii em BDA, ap6s 8 dias de cultivo. Na esquerda estdo
as placas controles dos fitopatdgenos e na direta as placas de antagonismo em confrontacdo

direta
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5.3. Otimizacdo da producido do acido penicilico pela cepa Penicillium rolfsii
1IP2F

Em estudos prévios com a cepa P. rolfsii 11IP2F2 em nosso grupo de pesquisa, o cido
penicilico foi detectado a partir do extrato do caldo (sobrenadante) e por esta razdo sua
producao foi alvo desse projeto, j& que € uma substidncia que pode ser aplicada contra
microrganismos patogénicos (SUZUKI et al., 1971; NONAKA et al., 2015; VIEIRA et al.,
2022).

Desta maneira, cultivamos a cepa P. rolfsii 11P2F2 em diferentes meios liquidos de
cultura com o intuito de otimizarmos a producao do acido penicilico, sendo também avaliado
o tempo de cultivo. Os meios de cultura utilizados foram os caldos Czapek Dox (CCD) e
batata dextrose (CBD) e o tempo de cultivo monitorado até 29 dias. Todas as amostras dos
extratos brutos aquosos (aliquotas dos meios de cultivo) foram analisadas por CLAE-DAD

para o monitoramento da produ¢ao de acido penicilico.

Em meio CCD, P. rolfsii produziu é4cido penicilico em menor intensidade quando
comparado ao cultivo em meio CBD (Figura 7). A producao de acido penicilico ocorreu a
partir do 10° dia de cultivo em meio CCD, atingindo a maior intensidade de area desta
substancia entre os dias 13° e 19° de cultivo. Em meio CBD, P. rolfsii mostrou inicio da
biossintese de acido penicilico a partir do 3° dia de cultivo. A maior intensidade de 4cido
penicilico produzido ocorreu entre 14 e 15 dias de cultivo em meio CBD e apds isso sua
intensidade comegou a decair, sugerindo um catabolismo deste metabolito secundario, o que
pode ser devido a escassez de nutrientes e consumo de metabdlitos previamente armazenados

pelo fungo para a sua sobrevivéncia.

Até o momento, ndo foram encontrados trabalhos que reportem o monitoramento da
produgdo de acido penicilico por fungos do género Penicillium. Portanto, ndo foram
encontradas informagdes, no escopo da revisdo bibliografica que foi realizada, sobre a
otimizagdo da produ¢do de acido penicilico por esta cepa, considerando tempo de cultivo e
meio de cultura ideal. Desta maneira, selecionamos o melhor meio de cultura e o tempo de
cultivo para a obten¢do da maior producdo de acido penicilico e esta condi¢do foi entdo
utilizada para a producdo em maior escala do extrato aquoso bruto com elevada intensidade
de acido penicilico (EB-Pen), o qual foi utilizado na avaliacdo das concentragdes inibitoria

minima (CIM) contra os fitopatégenos nos testes de microcultivo.
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Figura 7 - Producao do acido penicilico produzido por P. rolfsii em 29 dias de cultivo em
meios liquidos de Czapek Dox (CCD) e batata dextrose (CBD) monitorados através da
andlise por CLAE-DAD a 220-280 nm

Em trabalhos desenvolvidos por Vieira e colaboradores (2022), a cepa Penicillium sp.
CRM 1540 produziu o &cido penicilico em meio caldo Czapek Dox, o cultivo foi a 15° por 20
dias em agitacdo. Em outras pesquisas o cultivo para a produ¢do desse metabolito levou de
40-50 dias (SIP et al., 2020). Enquanto o cultivo do P. rolfsii durou 14 dias, reduzindo o
tempo e os custos de producao. E como a producao do acido atinge o seu maximo no 14° dia
isso poderia justificar a baixa porcentagem de inibigdo do P. rolfsii em confronto direto com

0s patogenos pois o teste de confronto durava 8§ dias.

5.4. Extratos de Penicillium rolfsii 11P2F2

5.4.1. Analises quimicas dos extratos de Penicillium rolfsii 11P2F2 por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de

arranjo de diodos e espectrometro de massas (CLAE-DAD-EM)

A quantificag@o do acido penicilico foi realizada por CLAE-DAD-EM, sendo utilizada

uma curva de calibragdo deste metabolito injetado nas concentracdes de 1 a 0,03125 mg/ml.
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Esta curva foi obtida a partir da injecdo em triplicata e para sua constru¢ao foram utilizados 5
pontos. A curva encontra-se ilustrada na Figura 8. A equagdo da reta obtida foi

y=68034x-984.44 com R* de 0,9993.

Os extratos aquoso (EB-Pen) e acetato de etila (EB-Pen-Ac) foram preparados e
injetados para a quantifica¢ao do &cido penicilico, sendo determinada a concentracao de acido

penicilico de 8 e 284,73 ng/ml, respectivamente.

40000

35000 y = 68034x- 984.44 Py
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Figura 8 - Curva de calibragdo do acido penicilico construida a partir da area do pico obtido

em modo de ionizacdo negativa .

Os extratos EB-Pen e EB-Pen-Ac foram analisados por CLAE-DAD-EM e seus
constituintes foram anotados. Os dados espectrais e anotacdo encontram-se descritos na

Tabela 2 e os cromatogramas encontram-se ilustrados na Figura 9.

O pico 5 foi anotado como acido penicilico, o qual foi confirmado por co-inje¢ao de
padrdo auténtico. Outras substancias anotadas nos extratos EB-Pen e EB-Pen-Ac foram 4cidos
isocitrico e citrico, acido orselinico e penicilazina, além de uma dicetopiperazina e alguns

constituintes que nao puderam ser identificados.
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Figura 9 - Cromatogramas de pico base obtidos em modo de ionizagdo negativa dos extratos

EB-Pen e EB-Pen-Ac de Penicillium rolfsii 11P2F2.



46

Tabela 2 - Anotacdo dos metabolitos presentes nos extratos EB-Pen e EB-Pen-Ac analisados

por CLAE-DAD-EM.

Pico TR Composto FM* Negativo (m/7)
(min)
EM [M-HJ EM/EM
1 1,3 Acido citrico/isocitrico C¢H;0O, 191,0196 173
2 1,8 Acido citrico/isocitrico C¢H;0O; 191,0204 173
3 6,1 NI CioHsN,Os  233,0171 -
4 12,2 NI CisHuN,Os  337,0837 309, 201, 185, 160
5 12,5 Acido penicilico CeH,,0, 169,0503 -
6 13,6 Acido orselinico C¢H;0, 167,0340 -
7 13,9 Dicetopiperazina CH4N,O, 321,0881 293, 185, 160
8 18,8 NI CoHgN,Os  235,0338 193,171, 155
9 23,4 Penicilazina CyoHyoN,Oy  431,1104 190
10 30,5 NI CioH 204 179,0698 -

TR: tempo de retencao; FM: formula molecular; NI: ndo identificado
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5.4.2. Avaliacao dos extratos em testes de inibicio do crescimento de

bactérias e fungos fitopatogénicos

5.4.2.1. Inibicio do crescimento da bactéria fitopatogénica

Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli

No ensaio antibacteriano, foi observada a inibicao total do crescimento celular de X.
phaseoli pv. phaseoli em todas as concentragdes testadas do extrato aquoso bruto EB-Pen (70,
62,5, 57,9, 52,7, 48, 43,4, 38,5 e 33,8 mg/mL), a menor concentragdo testada apresentava
270,4 ng/mL de acido penicilico. Em testes futuros serdo analisados a inibi¢do de crescimento
dessa bactéria em menores concentracdes para a determina¢do do valor da concentracdo
inibitoéria minima (CIM) e serd usado o EB-Pen-Ac, o qual tem maior concentracdo do acido

penicilico.

A 1nibicdo do crescimento de bactérias do género Xanthomonas também foi observada
e descrita por Vieira et al. (2022). Nesse estudo a Xanthomonas citri subsp. citri, causadora de
cancro citrico, apresentou redu¢do de 75,37% do crescimento em folhas de Citrus sinensis

(L.) com a aplicacdo de 100 ml de uma solucdo de 4cido penicilico a 25 pg/mL.

Em estudos anteriores desse mesmo grupo de pesquisa, o extrato obtido do cultivo de
uma cepa do género Penicillium em meio de caldo de extrato de malte (tempo de cultivo 20
dias) foi obtido e este foi avaliado contra X. citri. Este extrato inibiu o crescimento bacteriano
de X citri em 90% a uma concentragdo de 2,9 mg/mL do extrato (Vieira et al., 2018).
Indicando que possivelmente a X. phaseoli pv. phaseoli podera ter o seu crescimento inibido a

uma menor concentragao do EB-Pen.

5.4.2.2. Inibicao do crescimento de fungos fitopatogénicos

Nos ensaios de inibigdo do crescimento dos fungos fitopatogénicos, foi utilizado o
extrato EB-Pen-Ac e as cepas fitopatogénicas foram Fusarium sp., C. lindemuthianum, M.
phaseolina e R. solani. O extrato EB-Pen-Ac exibiu CIM entre 0,5 e 1,0 mg/mL para essas
cepas fitopatogé€nicas (Tabela 3). Essas concentragdes apresentavam 142 e 284 pg/mL de

acido penicilico, respectivamente.
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A inibicdo de fungos do género Fusarium e Colletotrichum pelo é4cido penicilico ja
havia sido documentada por Shen et al. (2020), contudo ndo realizaram testes de CIM. Nesse
mesmo trabalho foi verificada a inibi¢do de 67,5% no crescimento de R. solani com 50 pg/mL
de 4acido penicilico. A metodologia empregada foi adicionar o extrato do fungo no BDA e

depois era medido o crescimento radial do fitopatégeno na placa.

O fungo M. phaseolina também teve inibicdo de crescimento documentada
anteriormente, porém em testes de confronto com Penicillium cyclopium produtor de acido

penicilico e acido ciclopiazonico (OMOIFO; IKOTUN, 1987).

Tabela 3 - Avaliagdo do extrato EB-Pen-Ac de P. rolfsii no ensaio de inibi¢ao do crescimento

dos fungos fitopatogénicos

Fitopatogeno CIM
(mg/ml)
Colletotrichum lindemuthianum 0,5
Fusarium sp. 0,5
Macrophomina phaseolina 1,0
Rhizoctonia solani 0,5

5.5. Avaliacoes em sementes de Phaseolus vulgaris
5.5.1.  Avaliacio da viabilidade das sementes de Phaseolus vulgaris

A viabilidade do lote das sementes de P. vulgaris utilizadas nos ensaios bioldgicos
ap6s o processo de desinfec¢dao foi previamente determinada aplicando o método com TTC
(BRASIL, 2009). Neste procedimento o tegumento e os cotilédones das sementes foram
separados para a observacdo do embrido, sendo que aqueles que apresentavam colora¢ao
vermelha uniforme foram considerados viaveis, conforme metodologia descrita pelas Regras
para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). Assim, as sementes ndo vidveis apresentaram
coloracdo vermelho vinho e/ou embrides sem pigmentacdo (Figura 10), enquanto as viaveis

tinham coloragdo avermelhada (Figura 11). A viabilidade do lote de sementes de P. vulgaris
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utilizadas no trabalho foi de 75% (com desvio de 5%) e nenhuma semente apresentou

auséncia de embrido ou cotilédone.

Figura 10 - Sementes de P. vulgaris ndo viaveis. A semente A nao apresenta pigmentacao no
embrido e no cotilédone indicando tecido sem atividade celular e a semente B apresentou cor

vermelho vinho sinalizando um possivel tecido em necrose.

Figura 11 - Exemplo de semente P. vulgaris viavel, como coloragdo rosada a vermelha de

forma uniforme pelo embrido e cotilédone

O reagente colorimétrico TTC utilizado na avaliagdo da viabilidade das sementes de
P. vulgaris indica se ha atividade celular, uma vez que ele reage com enzimas desidrogenases
responsaveis pela glicolise, ciclo de Krebs e cadeia respiratoria de elétrons. Essas enzimas
reagem com o sal de tetrazdlio (incolor) o reduzindo a trifenilformazan (cor vermelha).

Assim, tecidos saudaveis apresentam coloracao vermelha ou rosada, mas quando o tecido
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sofre danos como necrose a coloragdo ¢ mais intensa devido a répida difusdo do TTC pelo

tecido da semente (BARROS et al., 2005; FRANCA-NETO; KRZYZANOWSKI, 2019).

A porcentagem de viabilidade com teste de TTC de um lote de semente pode ser
classificada, segundo Franga-Neto e colaboradores (2018), da seguinte forma: (1) vigor muito
alto (igual ou superior a 90%), (2) vigor alto (entre 85% a 89%), (3) vigor médio (entre 75% a
84%) e (4) vigor baixo (igual ou inferior a 74%). Portanto, o lote de utilizado de Pvulgaris
apresenta vigor médio, esse parametro foi usado para avaliar se os testes seguintes poderiam
prejudicar a viabilidade das sementes. Estabelecer essa porcentagem de viabilidade ¢ de suma
importancia para a padronizagdo dos testes de alelopatia e de sementes contaminadas, pois
diversos fatores ambientais e fisioldgicos podem impedir a germinagdo (VITIS et al., 2020;

REED; BRADFORD; KHANDAY, 2022).

5.5.2.  Efeito fitotoxico dos extratos de Penicillium rolfsii 11P2F2 sobre

Phaseolus vulgaris

Para avaliar se o Eb-Pen-Ac poderia prejudicar a germinagdo e o crescimento inicial
de plantulas de P. vulgaris foi realizado um teste de alelopatia com as concentragdes de 0,5,
1,75 e 3 mg/mL, essas concentragdes apresentavam respectivamente 142, 497 e 852 pg/mL de
acido penicilico. Como observado na Figura 12, a porcentagem de germinag¢do nao
apresentou diferenga estatistica em nenhum dos tratamentos testados, indicando que nio o

extrato inibiu a germinag¢ao quando comparado com o controle.

Essa observacao diverge do que foi relatado anteriormente por Keromnes e Thouvenot
(1985), onde extrato de fungos produtores de acido penicilico inibiram a germinagdo de
sementes de milho (Zea mays L.) e reduziu o tamanho das raizes em 50% com 500 pg/mL do
acido. A redugdo da raiz (Figura 13) e do peso imido (Figura 14) também ndo foram
observados no teste. Contudo houve uma diferenga estatistica nas medidas da parte aérea da

plantula, nas concentragdes de 0,5 e 1,75 mg/mL.
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Figura 12 - Grafico com a média das porcentagens de germinagao no 6° dia de cultivo de P
vulgaris com os tratamentos 2, 1 ¢ 0,5 mg/mL de Eb-Pen-Ac e o controle. Nao houve

detecgdo de diferenga estatistica pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 13 - Grafico com a média das medidas em cm da parte aérea e da raiz primaria da
plantula de P, vulgaris no 7° dia de cultivo em dgar 1% com os tratamentos 2, 1 ¢ 0,5 mg/mL
de Eb-Pen-Ac ¢ o controle. As letras indicam diferenca estatistica entre as médias pelo teste
teste de Tukey (P < 0,05). As medidas da raiz e da parte aérea foram analisadas

separadamente na estatistica.
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Figura 14 - Grafico com a média do peso verde em g da plantula de P. vulgaris no 7° dia de

cultivo em agar 1%. Nao houve diferenca estatistica detectada pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Em pesquisas mais recentes, quando aplicado o acido penicilico ocorreu sintomas de
toxicidade em brotos de macieira (Malus asiatica Nakai) no 3° dia apds a aplicagdo
superficial com concentragdes acima de 250 pg/mL. Porém uma concentracdo de 100 pg/mL
foi o suficiente para inibir a infec¢ao causada pela bactéria Erwinia amylovora em 77% (KIM
et al., 2022). Portanto, o uso do acido penicilico pode ser indicado em baixas concentragdes €

quando houver risco de contaminagdo dos patégenos.

5.5.3. Efeito dos extratos de Penicillium rolfsii 11P2F2 sobre as sementes

de Phaseolus vulgaris contaminadas com fitopatogenos

O tratamento de sementes ¢ um método para reduzir o risco de contaminagdo via
semente e para isso as sementes sdo submersas em antimicrobianos (TAYLOR; HARMAN,
1990). Para avaliar o uso do Eb-Pen-Ac para o tratamento de P. vulgaris as sementes foram

submersas em solu¢ao com concentracdo de 0,5 mg/mL do extrato. Essa concentracdao foi
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escolhida pois foi o CIM dos fungos R. solani, Fusarium sp. e. C. lindemuthianum do

microcultivo. Esses fungos foram testados pois apresentaram maior sensibilidade ao extrato.

Nesse teste, o tratamento que apresentou maior média de porcentagem de germinagao
(80%) foi o com sementes tratadas com Eb-Pen-Ac e contaminadas com R. solani enquanto
as sementes contaminadas apresentaram 65% de germinagdo (Figura 15). Mas a diferenca
mais significativa foi observada na medi¢do das raizes, onde as sementes sem tratamento
tiveram uma média de 2,6 cm e as com tratamento e contaminadas tiveram 5,6 cm (Figura

16).

% de germinacio

coO R RT F FT C CT
Tratamentos

Figura 15 - Grafico com a porcentagem de germinagdo de P. vulgaris no 6° dia de cultivo
em agar 1% em relacdo aos tratamentos controle (CO), contaminado com os patégenos R.
solani (R), Fusarium sp. (F) e C. lindemuthianum (C) e com as sementes contaminadas com
0s patodgenos e que passaram pelo tratamento com Eb-Pen-Ac (patdégeno + T). As letras

diferentes indicam diferenca estatistica entre as médias pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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As demais medidas de raiz, parte aérea e peso (Figura 16 e¢ Figura 17) ndo
apresentaram diferenga estatistica significativa entre os tratamentos com as sementes com
Eb-Pen-Ac e patdégeno ou somente com patdégeno. Contudo foi observado que plantulas nos
testes sem tratamento infectadas com R. solani apresentavam sintomas, com manchas no
caule, na plimula e cotilédone (Figura 18), enquanto as que passaram pelo tratamento nao
apresentavam as manchas, aumentando as chances de um desenvolvimento sadio (AKBER et
al., 2023). Essa diferenca nao foi observada em outros tratamentos, contudo o aumento da
concentragdo do extrato pode intensificar a protecao da semente, visto que foram observados
poucos sintomas de alelopatia causados pelo Eb-Pen-Ac nos testes anteriores. Em trabalhos
futuros, outras concentragdes do Eb-Pen-Ac poderdo ser avaliadas para obter um resultado de

maior controle dos fitopatdogenos.
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Figura 16 - Grafico das medidas em cm da parte aérea e da raiz primaria de plantulas de P.

vulgaris no 7° dia de cultivo em 4gar 1% em relagdo aos tratamentos controle (CO),

contaminado com os patdogenos R. solani (R), Fusarium sp. (F) e C. lindemuthianum (C) e

com as sementes contaminadas com os patdégenos e que passaram pelo tratamento com

Eb-Pen-Ac (patogeno + T). Os dados da raiz e da parte aérea foram analisados

estatisticamente de forma separada, as letras indicam diferenca estatistica entre as médias pelo

teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 17 - Grafico do peso timido em g das plantulas de P. vulgaris no 7° dia de cultivo em
agar 1% em relagdo aos tratamentos controle (CO), contaminado com os patdégenos R. solani
(R), Fusarium sp. (F) e C. lindemuthianum (C) e com as sementes inoculadas com os
patogenos e que passaram pelo tratamento com Eb-Pen-Ac (patogeno + T). As letras indicam

diferenga estatistica entre as médias pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 18 - Registro de plantulas do teste do efeito dos extratos de P. rolfsii sobre as
sementes de P. vulgaris contaminadas com R. solani. A semente da plantula da esquerda nao
foi submersa em Eb-Pen-Ac e apresenta sintomas de infec¢do por R. solani, com manchas
escuras no caule, plumula e cotilédone. A plantula da direita passou pelo tratamento com

Eb-Pen-Ac e foi contaminada com R. solani.

Palacioglu e colaboradores (2019) constataram que o fungicida quimico sedaxane
reduziu em 44% a infec¢do causada pelo R. solani no feijao e aumentou 93,3% a germinagao
em relacdo com as sementes nao tratadas e com indculos do fungo. Contudo esse composto

apresenta altos riscos de contato a longo prazo a aves e mamiferos.

O uso de acido penicilico como tratamento de semente ainda ndo havia sido relatado e
o uso de fungicidas de origem fungica em sementes ainda ¢ pouco explorado. Mas com o
aumento da resisténcia dos fitopatégenos aos defensivos quimicos novas alternativas devem

ser estudadas (Kim et al., 2022).
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6. CONCLUSAO

O Penicillium rolfisii 11P2F2 ndo inibiu o crescimento dos fungos fitopatdogenos
Fusarium sp, Rizoctonia solani e Macrophomina phaseolina. Contudo o seu extrato de acetato
de etila com acido penicilico inibiu o crescimento dos fungos Fusarium sp, R. solani e C.
lindemuthianum na concentracao de 0,5 mg/mL, equivalente a 142 pg/mL de acido penicilico.
Esse extrato ndo apresentou diferengas significativas quando ao realizar o teste de alelopatia
nessa concentracdo. Além de reduzir a infec¢do causada pelo R. solani em sementes tratadas
com o extrato. Sugerindo assim, o uso e estudos futuros de aplicacdo do extrato para mitigar
doencas fungicas e bacterianas em feijdo através do tratamento das sementes em
concentragdes que ndo prejudiquem a produgio. E indicado em estudos futuros a aplica¢io da
substancia em solos contaminados € o acompanhamento do crescimento de P. rolfisii para

avaliar de forma mais ampla os efeitos de alelopatia e controle de fitopatdgenos.
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