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ARTICLE INFO ABSTRACT

Recebido 21 Abr 2020 Microorganisms have long been a promising source of biotechnology resources
Aceito 01 Mai 2021 with agricultural applications, such as controlling phytopathogens. In this way,
Publicado 26 Jul 2021 several studies have been conducted to identify microorganisms, such as fungi, with

potential agriculture applications. This study aimed to investigate the chemical
prospecting and in vitro antagonistic activity of the endophyte fungus Phomopsis
sp. against phytopathogenic fungi. Two experiments were conducted. In the first
experiment, mycelial biomass was evaluated for fungal endophyte growth in five
culture mediums: Potato Dextrose Agar (PDA), Potato Sucrose Agar (PSA), Carrot
Agar (CA), Czapek (CZA) and Tryptone Soy Agar (TSA), and light incidence and
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) of the carbon crystals obtained from the
myecelial extracts. The second experiment comprised the pairing test and inhibition
halo formation against three phytopathogenic fungi (Rhizoctonia sp., Pestalotiopsis
sp. and Colletotrichum sp.), where they were inoculated in plates containing PDA
medium and evaluated after five days of incubation, where the presence of
inhibition halo was verified. That the endophyte fungus Phomopsis sp. has better
growth in PDA medium under continuous light and ergosterol presence in his
membranes. The fungal isolate was also able to produce an inhibition halo against
the phytopathogens tested.

Keywords: Filamentous fungi, mycelial biomass, antagonic fungi.

RESUMO

H& muito tempo, 0s micro-organismos vém sendo uma promissora fonte de
recursos biotecnoldgicos com aplicagBes na agropecuéria, como para o controle de
fitopatdgenos. Desta forma, varios estudos tém sido conduzidos com o intuito de se
descobrir micro-organismos, como fungos, com potenciais aplicagbes na
agricultura. Diante disto, objetivou-se por meio deste estudo a prospecgao quimica
e atividade antagdnica in vitro do fungo endéfito Phomopsis sp. contra fungos
fitopatogénicos. Foram conduzidos dois experimentos. No primeiro experimento,
foram conduzidos ensaios de prospec¢do quimica do micélio do fungo supracitado,
onde foi avaliada a biomassa micelial, seu crescimento em cinco meios de cultura:
Batata Dextrose Agar (BDA), Batata Sacarose Agar (BSA), Cenoura Agar (CA),
Czapek (CZA) e Triptona Soja Agar (TSA), e incidéncia de luz e Ressonancia
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Magnética Nuclear (RMN) dos cristais de carbono obtidos nos extratos miceliais. O
segundo experimento compreendeu ao teste de pareamento e formacéo de halo de
inibicdo contra trés fungos fitopatdgenos (Rhizoctonia sp., Pestalotiopsis sp. e
Colletotrichum sp.), onde foram inoculados em placas contendo meio BDA e
avaliados ap0s cinco dias de incubacdo, onde se verificou a presenga de halo de
inibicdo. Por meio da prospeccdo quimica foi verificado que o fungo endofito
Phomopsis sp. possui melhor crescimento em meio BDA sob luz continua e
presenca de ergosterol em suas membranas. O isolado também foi capaz de
produzir halo de inibicdo contra os fitopatdgenos testados.

Palavras-Chave: Fungos filamentosos, biomassa micelial, fungos antagdnicos.

Introducéo

A utilizacdo de micro-organismos no
controle de pragas e doencas de plantas é uma
estratégia que vem crescendo como alternativa ao
uso de agroquimicos na agricultura. Nesta
perspectiva, Vvarios micro-organismos tém sido
utilizados como agentes bioldgicos para esta
finalidade. Dentre os organismos patogénicos as
plantas, os fungos sdo capazes de causar doencas
em todos o0s estadios de desenvolvimento e 6rgaos
dos vegetais de importancia agricola.

Com a crescente utilizagdo de micro-
organismos na agricultura com a finalidade de
promover crescimento vegetal, os endofitos
recebem uma atencdo especial, devido a serem
considerados organismos que vivem em harmonia
no interior das plantas sem que cause doengas ou
distarbios nocivos (Azevedo et al., 2000), sendo
estes uma fonte de prospeccéo biotecnoldgica.

Quanto a aplicacdo como agentes de
controle contra fungos fitopatdgenos, a utilizacao
de fungos, sejam de solo ou endofitos é mais
apreciada e investigada devido ao seu potencial,
no confronto direto contra os fitopatdgenos, pois
além de produzirem metabdlitos, também
possuem a capacidade de hiperparasitar outros
fungos (Silva et al., 2017) ou produzir
metabolitos, como relatado em estudos com
trichoderma (Hajieghrari et al., 2008; Silva et al.,
2017), impedindo ou retardando seu crescimento.

Varias espécies de fungos enddfitos tém
sido relatadas na literatura. O género Phomopsis
foi descrito como enddfito de varias plantas como
Theobroma cacao (Rubini et al., 2005), Spondias
mombin (Rodrigues et al., 2000), Aspidosperma
tomentosum (Corrado & Rodrigues, 2004),
Heterosmilax japonica (Gao et al., 2005), Turnera
subulata (Santos et al., 2017).

Ainda assim, a interacdo entre esses
micro-organismos e as suas plantas hospedeiras
ndo é, por enquanto, totalmente compreendida,
nos Ultimos anos eles tém sido cada vez mais
utilizados, tanto na agricultura, promovendo
crescimento e/ou controlando patogenias em
plantas (Santos & Varavallo, 2011; Silva et al.,
2015), ou na producdo de compostos com
aplicacdo terapéutica (Stierle et al., 1993), dentre
outros.

Diante do exposto, o estudo objetivou
conduzir uma prospeccdo quimica, avaliacdo da
producdo de biomassa e atividade antagdnica do
fungo endofito Phomopsis sp. contra fungos
fitopatogénicos.

Material e Métodos
Micro-organismos utilizados

Foram utilizados o fungo enddfito
Phomopsis sp. isolado de folhas de Turnera
subulata (Santos et al., 2017) e conservado na
colecdo de micro-organismos do Laboratorio de
Quimica Organica — Instituto de Quimica e
Biotecnologia (IQB/UFAL) e os fungos
fitopatogénicos Rhizoctonia sp., Pestalotiopsis sp.
e Colletotrichum sp. os quais estdo depositados na
colecdo de micro-organismos do Laborat6rio de
Fitopatologia — CECA/UFAL, o qual cedeu as
cepas para 0s estudos.

Prospeccdo quimica do micélio de Phomopsis sp.

Inicialmente foi realizada a identificacdo
do meio de cultura mais adequado para o
crescimento do isolado Phomopsis sp.. Para isso
foram realizados ensaios com cinco diferentes
meios: Batata Destrose Agar (BDA), Batata
Sacarose Agar (BSA), Cenoura Agar (CA),
Czapek (CZA) e Triptona Soja Agar (TSA) na
presenca e auséncia de luz. Para a analise, foi
instalado um experimento em esquema fatorial
(5%2) em um delineamento inteiramente
casualizado e cinco repeticGes por tratamento, 0s
guais constituiram dos meios de cultura e auséncia
e presenca de luz.

Foram preparados discos fungicos com 5
mm de didmetro com micélio crescido em meio
Agar-Agua (AA) por cinco dias sob luz continua e
auséncia de luz e temperatura de 25°C (z 3°C). Os
discos foram depositados no centro das placas de
Petri contendo cada tratamento e foram feitas duas
marcagOes perpendiculares no verso das placas
(cinco por parcela), onde foram realizadas
medicGes didrias do crescimento diametral
(ortogonal) do isolado para a confeccdo de curvas
de crescimento. Foi realizada analise de variancia
dos tratamentos utilizando o teste F e as médias
(do quinto dia) foram comparadas pelo teste de
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Tukey (p < 0,05) por meio do software Sisvar
(Ferreira, 2014).

Obtencéo de biomassa e dos extratos

Foram preparados 40 frascos contendo
100 mL de meio de cultivo liquido Batata
Dextrose (BD) e inoculados com um disco
fangico contendo micélio e conidios viaveis, de
cerca de 5 mm de diametro e mantidos no escuro,
sem aeragdo, a temperatura de 25 + 3°C para a
producdo de biomassa. Apds 30 dias de cultivo, a
biomassa foi filtrada em papel de filtro
quantitativo e levada a secagem em estufa de
ventilagdo forcada a 45°C até apresentar massa
seca constante. A biomassa seca foi extraida, por
meio de maceracdo, com n-hexano (5 x 250 mL),
cloroformio (5 x 250 mL), acetato de etila (5 x
250 mL) e metanol (5 x 250 mL). As soluces
foram concentradas em evaporador rotatério a
uma temperatura de 60°C para cada solvente
(50% a 55% para o metanol).

Apbs o preparo do extrato n-hexanico,
evidenciou-se a presenca de cristais. Foi realizada
a purificacdo dos cristais presentes. Para isso, a
separacgdo das fases liquida e sdlida foi realizada
de forma manual e o cristal foi diluido novamente.
Apé6s a cristalizagdo do mesmo e antes da
evaporacdo total do solvente, retirou-se a fase
solida. O cristal foi submetido a Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) dos carbonos.

Antagonismo in vitro do endéfito Phomopsis sp.
contra fungos fitopatogénicos

O isolado Phomopsis sp. foi avaliado
como antagonista  contra  0S fungos
fitopatogénicos Rhizoctonia sp., Pestalotiopsis sp.
e Colletotrichum sp.. As cepas utilizadas foram
cedidas pelo Laboratério de Fitopatologia do
Centro de Ciéncias Agrarias — UFAL, onde o0s
mesmos sdo conservados e depositados em uma
colecdo de micro-organismos. Para tanto, utilizou-
se 0 método de cultura pareada em placa de Petri
contendo meio de cultivo BDA (Mariano, 1993).

Assim, discos de micélio (cinco mm de
diametro) do antagonista Phomopsis sp. e de cada
fitopatdgeno, individualmente, foram depositados
em polos opostos nas placas de Petri, a 1cm da
borda interna dos meios de cultivo. Estas culturas
foram mantidas no escuro a temperatura de 25 +
3°C durante cinco dias. Para cada experimento
foram aplicadas cinco repeticGes em delineamento
inteiramente casualizado. Para o tratamento
controle foram inoculados apenas discos de
micélio dos fitopatdgenos em um polo da placa.
Ap0s incubacdo, investigou-se a presenca de halo
de inibicdo do crescimento micelial dos fungos
patogénicos em relacdo ao endofito.

Visando investigar a possibilidade de
producdo de substanciasvolateis pelo enddfito,
foram testados os isolados patogénicos utilizando
0 método de Dick & Hutchinson (1966), com
modificacdes. Ao invés das placas sobrepostas,
foram usadas placas sem o meio de cultura,
formando uma diviséria, impedindo o contato
direto entre o0 antagonista e o patogeno.

Resultados e Discussao

Os meios de cultura estudados quanto ao
melhor desenvolvimento do isolado em estudo
foram estatisticamente diferentes, isto €, 0 meio
BDA e 0 BSA, que n&o diferiram estatisticamente
entre si (p < 0,05) (Tabela 1), onde BSA e BDA
proporcionaram as melhores taxas de crescimento
micelial do end6fito Phomopsis sp.. Ao observar o
efeito da luz no crescimento diametral do micélio,
foi constatado que, de modo geral, o fungo
Phomopsis sp. cresce mais rapidamente sob luz
constante do que quando submetido a auséncia
total da luz (Figuras 1 e 2).

Tabela 1. Crescimento diametral de coldnias do
fungo endofitico Phomopsis sp. submetido a
diferentes meios de cultura e estado de iluminacdo
em um periodo de cinco dias de cultivo. Fonte:
Santos et al. (2020).

Meio de Luminosidade*
Cultura* Luz Auséncia de Luz
BDA 7,33 Aa 5,93 Ab
BSA 7,26 Aa 6,36 Bb
CA 5,53 Ba 5,66 Ba
CZA 3,23 Ca 3,10 Ca
TSA 3,43 Cb 3,73 Ca

*Letras iguais mailsculas entre linhas e
mindsculas  entre  colunas ndo  diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

—e—CZA
e~ BDA
BSA

diametral (cm)

Crescimento

-

Dias em cultivo

Figura 1. Crescimento diametral do fungo
Phomopsis sp. em diferentes meios de cultivo sob
iluminacdo continua e temperatura de 25 + 3°C,
durante cinco dias de incubagdo. Fonte: Santos et
al. (2020).
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Figura 2. Crescimento diametral do fungo
Phomopsis sp. em diferentes meios de cultivo sob
escuro continuo e temperatura de 25 + 3°C,
durante cinco dias de incubagdo. Fonte: Santos et
al. (2020).

Apos 30 dias de cultivo em meio liquido
para aumento de biomassa do isolado, com
rendimento total aproximado de 16 g de biomassa
seca do isolado de Phomopsis sp. (cerca de 0,4 g
por 100 mL de meio de cultivo), foram obtidas as
seguintes quantidades de extratos: em n-hexano,

1,68 g, em cloroférmio, 1,28 g, em acetato de
etila, 0,72 g e em metanol, 1,92 g, apresentando
um rendimento aproximado, da soma dos extratos,
de 35% de biomassa total seca (Tabela 2).

Tabela 2. Rendimento dos extratos de biomassa de
Phomopsis sp. apés 30 dias de incubacdo em
relacdo a biomassa seca. Fonte: Santos et al.
(2020).

Solvente Peso seco Rendimento
9) (%)
n-hexano 1,68 10,50
Cloroférmio 1,28 8,00
Acetato de etila 0,72 4,50
Metanol 1,92 12,00
Total - 35,00

No espectro de RMN do 3C dos cristais
obtidos a partir do extrato n-hexanico foi possivel
detectar a presenga de 28 carbonos. A andlise dos
carbonos e a comparagdo com os dados da
literatura (Tabela 3) indicaram ser a molécula
purificada a estrutura do ergosterol, esteroide
comum em membranas de fungos.

Tabela 3. Resultados da ressonancia magnética nuclear (RMN) de is6topo carbono®C do cristal obtido do
extrato n-hexanico de biomassa seca de Phomopsis sp. e comparagdo com os dados de identificacdo do
ergosterol obtidos por Shirane et al. (1996). Fonte: Santos et al. (2020).

Carbono Valor Ergosterol Carbono Valor Ergosterol
obtido (Shirane et al., 1996) obtido (Shirane et al., 1996)
1 39,37 38,30 15 23,00 23,00
2 31,98 32,00 16 28,30 28,20
3 70,46 70,40 17 55,71 55,70
4 40,78 40,80 18 12,05 12,00
5 139,79 139,80 19 16,29 16,20
6 119,59 119,60 20 40,44 40,40
7 116,29 116,30 21 21,11 21,10
8 141,17 141,30 22 135,57 135,50
9 46,25 46,20 23 131,97 132,00
10 37,02 37,00 24 42,82 42,80
11 21,10 21,10 25 33,09 33,10
12 39,08 39,10 26 19,70 19,90
13 42,82 42,80 27 19,65 19,60
14 54,55 54,50 28 17,60 17,60

Ergosterol é o componente lipidico
fungico, responsavel por inuUmeras caracteristicas
fisicas importantes das membranas, tais como
estrutura, permeabilidade e modulacéo da fluidez.
Sua auséncia causa alteragdes na permeabilidade
da membrana plasméatica e inibicdo do
crescimento (Thevissen et al., 2003). Deste modo,
a presenca desta molécula permite dizer que o
isolado enddfito Phomopsis sp. ndo possui

alteracdes morfoldgicas/estruturais bem como em
seu metabolismo.

O ergosterol é uma substancia que foi
isolada de outros fungos enddfitos como o
Rhizoctonia sp. (Santos, 2001) e Pestalotiopsis
microspora (Li et al., 1998) e em fungos
utilizados na alimentagdo humana, como o
Agaricus blazei e Gannoderma lucidum. Além de
inferir acerca das funcBes dos fungos, esta
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molécula também € utilizada como alvo de agéo
de antimicrobianos.

Assim, foi possivel constatar que o fungo
endofito Phomopsis sp., apresenta melhor
crescimento nos meios BDA e BSA, quando
comparado com 0 crescimento que ocorre nos
demais meios de cultivo utilizados no estudo, bem
como apresenta também um melhor crescimento
em presenca de iluminacdo continua. Foi possivel
também detectar a presenca de ergosterol no
extrato n-hexanico da biomassa seca do fungo
isolado.

O enddfito Phomopsis sp. foi capaz de
inibir in vitro o crescimento de Rhizoctonia sp.
devido a um antagonismo por competi¢cdo de
espaco e nutrientes. Este fato foi evidenciado
devido a formacdo de halo de inibicdo por
pareamento. Este tipo de experimento ndo
verificou se a acgdo antagonista foi devido a
producdo de volateis, sendo necessaria a
realizacho de um procedimento para tentar
detectar a possivel agdo de volateis.

Desta forma, ndo se pode sugerir que o
enddfito produz substancias bioativas volateis
contra o patégeno Rhizoctonia sp. O mesmo
resultado foi observado para Colletotrichum sp..
O endofitico Phomopsis sp. nao foi capaz de
reduzir o crescimento de Pestalotiopis sp, por
confronto direto, contudo promoveu alteragdes
morfoldgicas, impedindo a produgdo de
pigmentos, fato que possui relevancia, pois a
alteracdo morfolégica indica que também ha
alteragdes nas estruturas metabdlicas. De acordo
com Rocha et al. (2020), por meio de estudos de
metabolomica, a alteracdo de pigmentos infere
sobre o metabolismo dos fungos.

Consequentemente, foi realizado o
procedimento de avaliagdo do crescimento dos
fungos em antagonismo utilizando placas com
divisdo de meio, onde foram obtidos os mesmos
resultados. Este fato, que merece melhor
investigacdo em estudos futuros, principalmente
envolvendo alteracbes na taxa de esporulacdo
deste fungo. Pode-se afirmar que este efeito
inibitério foi produzido por compostos volateis,
uma vez que ndo houve contato direto entre
antagonista e fitopatdgeno.

Moretto et al. (2001) demonstraram
inibicdo de Colletrotichum acutatum por
Trichoderma spp., tanto em cultura pareada,
quanto pela producdo de metabdlitos toxicos.
Neste estudo foi observada inibicdo no
crescimento micelial de Colletotrichum sp.
guando este foi submetido a uma cultura pareada
com o isolado Phomopsis sp. Rodrigues et al.
(2000) pesquisaram a bioatividade de extratos de
fungos enddfitos isolados de Spondias mombin.

Estes extratos, incluindo o de Phomopsis sp.,
apresentaram atividade antimicrobiana contra
actinomicetos.

O género Phomopsis € um grupo de
fungos com elevado potencial biotecnoldgico.
Isso se deve a producdo de metabdlitos
secundarios como alcaloides com capacidades
farmacolégicas, tais como fomopsinas (Cockrum
et al., 1994) e 2,4-diidroxi-5,6-dimetil benzoato
de etila e fomopsilactona, que exibiram atividade
antifungica contra fitopatdgenos, produzidos por
Phomopsis  cassiae, enddfito de Cassia
specatabilis (Silva et al., 2005).

Além da produgdo de antimicrobianos,
fungos endofitos podem excluir patdégenos que
ocupem o mesmo hicho ecoldgico por competicdo
como relatado por Bao & Lazarovits (2001).
Como o isolado Phomopsis sp. aqui testado
apresentou significativa atividade antag6nica
contra os fitopatdgenos alvo do experimento, este
apresenta potencial no controle biologico de
doencas de plantas. Uma vantagem dos micro-
organismos endofitos no que se trata a habilidade
antagonista é que eles possuem afinidade
simbidtica com as plantas, sendo capazes de
conferir-lhes resisténcia, uma vez que habitam o
interior dos tecidos vegetais sem que lhes cause
danos.

Conclusoes

O fungo endofito Phomopsis sp. possui
melhor crescimento micelial quando inoculado em
meio de cultivo BDA, bem como pela incubagdo
sob luz continua, o que favorece a presenca do
ergosterol em suas membranas. Além disso, o
isolado possui atividade antagbnica contra 0s
fitoptdgenos Rhizoctonia sp., Pestalotiopsis sp. e
Colletotrichum sp..
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