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RESUMO
MARQUEZ-DAVILA, Kadir John, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Junho de 2024.
Extratos organicos de Penicillium spp. e Talaromyces spp. como biofungicidas protetores
para o controle de doencas foliares. Orientador: Lucas Magalhaes de Abreu.

O controle biologico de doengas da parte aérea das plantas ¢ um desafio, pois depende
da manutencdo de altos niveis populacionais de agentes de biocontrole na filosfera por
periodos de varios dias entre as aplicagdes. Agentes de biocontrole que atuam por antibiose
sao comumente usados para aplicagdes em parte aérea, gerando a possibilidade do uso direto
de misturas de metabdlitos secundarios (MS) bioativos em formulagdes para o controle de
doengas. Espécies de fungos dos géneros Penicillium e Talaromyces sdo produtoras de uma
grande diversidade de MS bioativos, tornando-os bons candidatos na busca de novas fontes
de biofungicidas para o controle de doengas foliares. Nesta tese, foram conduzidos dois
estudos com o objetivo de investigar o potencial de extratos contendo MS de isolados de
Penicillium e Talaromyces no controle de doengas foliares. No primeiro estudo, a triagem
conduzida com extratos organicos de isolados de Penicillium (N=27), Talaromyces (N=9) e
Purpureocillium lilacinum (N=1), na dose de 10 mg/mL, contra os fitopatogenos
Corynespora cassiicola (Cc) e Colletotrichum truncam (Ct), patdgenos da parte aérea da soja,
e Alternaria grandis, agente etioldgico da pinta preta em batata, resultou na selecdo de 7
isolados de 6 espécies de Penicillium, 2 isolados de Talaromyces pinophilus e do isolado
UCBYV 327 de P. lilacinum, que exibiram percentagens de inibicdo de crescimento dos trés
patogenos entre 59% e 100%. No segundo estudo, experimentos envolvendo a bioatividade
de 4 extratos de Penicillium spp., em ensaios de inibi¢cao usando diferentes doses contra Cc e
Ct e A. linariae, patégeno do tomate, resultaram em valores correspondentes a metade da
dose efetiva maxima inferiores a 10 pg/mL (CEs, = 3,3 - 7,7 ug/mL) contra os trés patdogenos,
sendo os extratos dos isolados de Penicillium brasilianum UCBV 283 e 287a aqueles com os
menores valores absolutos de CEy,. Estes dois extratos foram formulados e avaliados em
ensaios em casa de vegetacdo, tendo sido eficazes na redugdo significativa da severidade da
mancha-alvo da soja e da pinta preta do tomate. Na analise quimica dos extratos dos isolados
de P brasilianum foram identificados 12 MS, sendo o acido penicilico, brasiliamida A e
verruculogen detectados em maior abundancia. Os resultados obtidos nesta tese evidenciam o
potencial do uso da grande diversidade metabolica de fungos da Ordem FEurotiales na
composi¢ao de biofungicidas para o controle de doencas de plantas, sendo uma proposta
pioneira na tematica do uso de extratos destes fungos para o controle de doencas.

Palavras-chave: Eurotiales, Biocontrole, Metabolitos secundarios, Mancha-alvo, Pinta preta.



ABSTRACT

MARQUEZ-DAVILA, Kadir John, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, June, 2024.
Organic extracts from Penicillium spp. and Talaromyces spp. as biofungicides for
managing foliar diseases. Advisor: Lucas Magalhdes de Abreu.

Biological control of aerial plant diseases is challenging as it depends on maintaining high
population levels of biocontrol agents in the phyllosphere for periods of several days between
applications. Biocontrol agents that act through antibiosis are commonly used for aerial part
applications, generating the possibility of using mixtures of bioactive secondary metabolites
(SM) in formulations for disease control. Species of fungi in the genera Penicillium and
Talaromyces are producers of a great diversity of bioactive SM, making them good candidates
in the search for new sources of biofungicides for the control of foliar diseases. In this thesis,
two studies were conducted with the aim of investigating the potential of extracts containing
SM from isolates of Penicillium and Talaromyces in the control of foliar diseases. In the first
study, screening conducted with organic extracts of Penicillium (N=27), Talaromyces (N=9)
and Purpureocillium lilacinum (N=1), tested at 10 mg/mL, against phytopathogens
Corynespora cassiicola (Cc) e Colletotrichum truncatum (Ct), pathogens from the aerial part
of soybean, and Alternaria grandis, the etiological agent of early blight on potatoes, resulted
in the selection of 7 isolates from 6 species of Penicillium, 2 isolates of Talaromyces
pinophilus and the UCBV 327 isolate from P. lilacinum, which caused growth inhibition
percentages of the three pathogens between 59% and 100%. In the second study, the
bioactivity of 4 extracts of Penicillium spp. was tested in inhibition assays using different
doses against Cc, Ct and A. linariae, the tomato early blight pathogen, resulting in values
corresponding to half the maximum effective dose of less than 10 pg/mL (ECsy = 3.3 - 7.7
ug/mL) against the three pathogens, with extracts from isolates of Penicillium brasilianum
UCBV 283 and 287a having the lowest absolute ECjy, values. These two extracts were
formulated and evaluated in greenhouse trials and were effective in significantly reducing the
severity of soybean target spot and tomato early blight. In the chemical analysis of extracts
from isolates of Penicillium brasilianum, 12 SM were identified, with penicillic acid,
brasiliamide A and verruculogen detected in greater abundance. The results obtained in this
thesis highlight the potential of using the great metabolic diversity of fungi from the Order
Eurotiales in the composition of biofungicides for the control of plant diseases, being a
pioneering proposal on the topic of using extracts of these fungi to control diseases.

Keywords: Eurotiales, Biocontrol, Secondary metabolites, Target spot, Early blight
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INTRODUCAO GERAL

Doengas de parte aérea causadas por fungos estdo entre as principais doengas que
afetam plantas cultivadas, sejam grandes culturas, hortalicas, frutiferas ou ornamentais. Estas
podem ser causadas por parasitas obrigatérios de habito biotrofico, como as ferrugens e os
oidios ou por parasitas nao obrigatorios com habito hemibiotrofico ou necrotrofico, no caso
de antracnoses, manchas foliares e podriddes (Agrios, 2005). Essas doengas sdo policiclicas e,
muitas vezes, adquirem caracter ‘explosivo’ sob condigdes favoraveis de ambiente e alta
densidade populacional das plantas hospedeira, resultado do curto periodo de laténcia e
grande capacidade de producdo de esporos, que levam ao crescimento vertiginoso da area
foliar infectada em pouco tempo. Os principais danos ocorrem nos tecidos foliares, com perda
da area fotossintética e desfolha precoce, mas varias destas doengas também afetam caules,

flores e frutos, algumas vezes atingindo até sementes (Agrios, 2005).

Como exemplos de doengas de grande impacto em culturas de alto valor comercial no
Brasil, ha a ferrugem asiatica da soja (Phakopsora pachyrhizi), a antracnose (Colletotrichum
truncatum) e as manchas foliares que afetam a mesma cultura, como a mancha alvo
(Corynespora cassiicola), a septoriose (Septoria glycines), a mancha olho de ra (Cercospora
sojina) ¢ mancha pupura (Cercospora kikuchii) (Godoy et al., 2016; Dias et al., 2019, de
Mello et al., 2021, Edwards Molina et al., 2022). Na cultura do algodao, o destaque vai para a
mancha de ramularia, causada pelas espécies Ramulariopsis gossypii € R. pseudoglycines
(Mathioni et al., 2021). As alternarioses, manchas foliares causadas por diferentes espécies do
género Alternaria, afetam vérias hortalicas de importancia econdmica, como as alidceas,
batata, cenoura e tomate (Woudenberg et al., 2014). Diversas fruteiras, bem como plantas
ornamentais, e até espécies florestais, sdo afetadas pelo mofo cinzento, doenga causada pelo

patogeno necrotrofico polifago Botrytis cinerea (Hua et al., 2018; Bika et al., 2021).

Na auséncia de cultivares resistentes, o controle de doengas de parte aérea em varias
culturas ¢ majoritariamente dependente do uso de fungicidas sintéticos. O controle quimico ¢
realizado principalmente com fungicidas sistémicos altamente eficazes e de acdo especifica
sobre rotas metabdlicas de fungos, mas também mais propensos a selecao de populagdes dos
patogenos resistentes ou mais tolerantes aos diferentes principios ativos (Hollomon, 2015).
Fungicidas dos grupos das estrobilurinas, triazoéis e carboxamidas sdo formulados em

misturas e/ou aplicados em alternancia, visando evitar a sele¢do de populacdes resistentes,
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mas a perda da eficacia de controle dessas moléculas ainda pode ocorrer ao longo das safras
(Dalla Lana et al., 2018; de Mello et al., 2021; Mathioni et al., 2021). Como solucao paliativa
para continuidade do uso de fungicidas modernos, as formula¢cdes comerciais trazem em sua
composi¢do moléculas de agdo inespecifica e perfil toxicologico menos seguro, com destaque
para as substancias mancozeb e clorotalonil (Hollomon, 2015), fungicidas protetores de
amplo espectro langados no mercado hd mais de meio século, com alto potencial de

contaminagdo ambiental e riscos a saude (Runkle et al., 2017).

O inconveniente da necessidade do uso dos antigos fungicidas protetores para o
manejo das doengas fingicas de parte aérea, com os possiveis impactos ambientais e custos
associados a frequentes aplicagdes em milhdes de hectares, suscita a busca por outras formas
de protecdo foliar. O controle biologico das doencas de parte aérea, como imaginado
convencionalmente, incluiria a aplicagdo de microrganismos capazes de se estabelecer na
filosfera das plantas e de antagonizar o patdégeno, seja inibindo a germinacao e penetragao,
seja hiperparasitando-o (e.g. da Silva et al., 2021), ou indiretamente, induzindo a planta a uma
resposta mais rapida frente a infeccdo. O problema desta estratégia ¢ a dependéncia do
estabelecimento dos agentes de biocontrole no ambiente foliar de forma homogénea e
duradoura, garantindo uma boa eficacia de controle, algo dificil de ser conseguido utilizando
os organismos e métodos de aplicagdo atualmente disponiveis. Outra maneira de pensar a
estratégia de controle de doengas foliares policiclicas ‘explosivas’ inclui a aplicagdo de
formulacdes enriquecidas com os produtos metabdlicos bioativos responsaveis pela inibi¢ao
das acdes do patogeno, sob a forma de extratos padronizados contendo misturas de

substancias ativas (Keswani et al., 2019).

Uma tradicional linha de pesquisa para o controle de patdgenos / doencas de parte
aérea, normalmente tratada como alternativa, ¢ a do uso de extratos e Oleos essenciais
vegetais, geralmente a base de plantas medicinais (e.g. Silva et al., 2012; Dalcin et al., 2021).
O emprego em grande escala do uso de 6leos essenciais vegetais nao € facil de ser realizado e
o potencial do seu uso comercial segue pouco explorado. Fungos também sdo produtores de
metabolitos secunddrios com agdo antifungica contra espécies competidoras (Magan e
Aldred, 2008). A investigagdo do metabolismo secundario de fungos ¢ normalmente focada
no isolamento, estudo individualizado de moléculas purificadas, geralmente contra alvos de
importancia médica, com vistas ao desenvolvimento de farmacos (Bladt et al., 2013).

Considerando a facilidade de cultivo em grande escala e purificagdo parcial de metabolitos na
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forma de extratos organicos, o emprego de extratos padronizados como formulagdes
fungicidas, a maneira dos extratos e 6leos vegetais, parece uma alternativa viavel para o
controle de doengas de parte aérea. Isolados podem ser cultivados em grande escala em
espago relativamente reduzido e, sob condi¢des controladas, produzirem metabolitos de
interesse de forma homogénea, facilitando o processo de extracao (Grijseels et al., 2017). O
uso de solventes polares, como alcoois de cadeia curta, possibilita a obtencdo de extratos

soluveis em agua ou solugdes diluidas de emulsificantes, facilitando a composi¢ao de caldas.

O género Penicillium se encontra na familia Aspergillaceae, ordem Eurotiales, classe
Eurotiomycetes do Filo Ascomycota, e filogeneticamente forma um grupo irmao com os
fungos do género Aspergillus. Na fase assexuada, ¢ caracterizada producdo de conidios em
cadeia a partir de verticilos das fidlides. Os conidios s3o unicelulares, esféricos a ovais e
apresentam geralmente tons de verde. As fiadlides podem se originar diretamente sobre uma
estipe nao ramificada ou em uma, duas ou trés estruturas de células de sustentagdo: a métula,
que sustenta a fidlide e um ou dois ramulos, que conectam o conjunto de fidlides-métula a
estipe. Se ha apenas um verticilo de fidlides sobre a estipe, o conidiéforo ¢ monoverticilado
(Visagie et al., 2014). O género Talaromyces ¢ composto por fungos formadores de estruturas
assexuadas muito similares aquelas de Penicillium, possuindo conidioforos biverticilados, ou
seja, formados por métulas originadas na extremidade da estipe e que, por sua vez, sustentam
grupos de grupos fidlides acerosas de tamanho similar as métulas. Essas caracteristicas
justificaram a inclusdo das espécies de Talaromyces no género Penicillium, especificamente
no entdo Subgénero Biverticillium, at¢ o ano de 2011, quando estas foram segregadas com
base em analises filogenéticas que mostraram a polifilia do género Penicillium quando

definido com base em caracteres morfologicos (Samson et al., 2011).

Com aproximadamente 500 espécies descritas, habitantes dos mais diversos locais e
substratos do planeta, o género Penicillium ¢ filogeneticamente dividido nos Subgéneros
Penicillium e Aspergilloides, sendo o primeiro o mais investigado em rela¢do a producao de
metabolitos bioativos, € o grupo que contém os mais comuns contaminantes de alimentos e
alguns produtores de toxinas (Houbraken et al., 2020). Espécies do subgénero Aspergilloides
sdao mais comumente recuperadas do solo e matéria organica vegetal. Penicilina, compactina,
acido micofendlico, e griseofulvina sdo alguns exemplos de metabodlitos de espécies de
Penicillium com aplicagdo direta na medicina. Ja patulina, citrinina e ocratoxina sdo

metabolitos produzidos por espécies contaminantes de alimentos e classificadas como
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micotoxinas. Milhares de outras moléculas, com bioatividades diversas, ja foram isoladas de
Penicillium spp., e analises gendmicas apontam para uma grande diversidade de moléculas

ainda ndo caracterizadas a partir destes fungos (Nielsen et al., 2017).

Diante da dificuldade do uso direto de microrganismos antagonistas a fitopatogenos
como agentes de biocontrole de doencas foliares policiclicas, a proposta deste trabalho de
Tese foi a de investigar o potencial de extratos contendo metabolitos secundarios de isolados
de Penicillium e Talaromyces no controle de doencas foliares. A hipotese motivadora foi a de
que extratos organicos padronizados de fungos dos géneros Penicillium e Talaromyces,
conhecidos por sua riqueza metabdlica (Kildgaard et al., 2018), possuem acao fungicida
direta contra diferentes fungos fitopatogénicos de importancia econdmica. Esta linha de
investigagdo ¢ suportada pela recente mudanca na legislagdo brasileira, que passou a permitir
a utilizacdo de produtos para controle bioldgico de doengas de plantas compostos apenas por
misturas de metabolitos secundarios microbianos, os chamados produtos biologicos com

microrganismos inativados (Brasil, 2023).

A presente Tese foi dividida em dois capitulos. O Capitulo 1 traz os resultados de uma
triagem da atividade antifungica de extratos de 36 isolados de Penicillium e Talaromyces
contra Colletotrichum truncatum e Corynespora cassiicola, patdgenos da soja, e Alternaria
grandis, agente causal da pinta preta da batata. Além dos testes in vitro, também foi realizada
a identificagdo dos isolados utilizando filogenia e uma andlise comparativa dos perfis de
metabolitos entre os melhores extratos. No Capitulo 2, quatro extratos de Penicillium,
selecionados no primeiro estudo, foram testados em diferentes concentragdes para a
estimativa do valor correspondente a metade da dose efetiva maxima (CEs,)) contra os
mesmos patdogenos da soja e contra Alternaria linariae, patdogeno do tomateiro. Em seguida,
extratos de dois isolados e Penicillium brasilianum foram testados como biofungicidas

protetores para o controle da mancha alvo da soja e da pinta preta do tomateiro.

REFERENCIAS

Agrios, G. N. (2005). Plant pathology. Elsevier.

Bika, R., Baysal-Gurel, F., Jennings, C. (2021). Botrytis cinerea management in ornamental

production: a continuous battle. Canadian Journal of Plant Pathology, 43(3), 345-365.



14

Bladt, T. T., Frisvad, J. C., Knudsen, P. B., Larsen, T. O. (2013). Anticancer and antifungal
compounds from Aspergillus, Penicillium and other filamentous fungi. Molecules, 18(9),

11338-11376.

Brasil, 2023. Portaria Conjunta SDA/MAPA — IBAMA — ANVISA N1, de 10 de abril de
2023. Diario Oficial da Unido, 84, Secao 1, pagina 7, 04/05/2023.

https://www.in.gov.br/en/web/dou/-/portaria-conjunta-sda/mapa-ibama-anvisa-n-1-de-10-de-a

bril-de-2023-480871674

da Silva, H. A. O., Teixeira, W. D., Borges, A. V., Silva Junior, A. L., Alves, K. S., Rodrigues
Junior, O. M., de Abreu, L. M. (2021). Biocontrol of potato early blight and suppression of
Alternaria grandis sporulation by Clonostachys spp. Plant Pathology, 70, 1677-1685.

Dalcin, M. S., Dias, B. L., Osorio, P. R. A., Cardoso, V. D., de Souza Ferreira, T. P,
Tschoeke, P. H., dos Santos, G. R. (2021). Botanical fungicides in the control of soybean leaf
diseases. Brazilian Journal of Development, 7(4), 37715-37733.

Dalla Lana, F., Paul, P. A., Godoy, C. V., Utiamada, C. M., da Silva, L. H. C., Siqueri, F. V., ...
Del Ponte, E. M. (2018). Meta-analytic modeling of the decline in performance of fungicides

for managing soybean rust after a decade of use in Brazil. Plant disease, 102(4), 807-817.

de Mello, F. E., Lopes-Caitar, V. S., Prudente, H., Xavier-Valencio, S. A., Franzenburg, S.,
Mehl, A., Marcelino Guimaraes, F., Verreet, J., Balbi-Pefia, M., Godoy, C. V. (2021).
Sensitivity of Cercospora spp. from soybean to quinone outside inhibitors and methyl

benzimidazole carbamate fungicides in Brazil. Tropical Plant Pathology, 46(1), 69-80.

Dias, M. D., Dias-Neto, J. J., Santos, M. D., Formento, A. N., Bizerra, L. V., Fonseca, M. E.
N., Boiteux, L. S., Café-Filho, A. C. (2019). Current status of soybean anthracnose associated

with Colletotrichum truncatum in Brazil and Argentina. Plants, 8(11), 459.

Edwards Molina, J. P., Navarro, B. L., Allen, T. W., Godoy, C. V. (2022). Soybean target spot
caused by Corynespora cassiicola: a resurgent disease in the Americas. Tropical Plant

Pathology, 1-17.

Godoy, C. V., Seixas, C. D. S., Soares, R. M., Marcelino-Guimaraes, F. C., Meyer, M. C.,
Costamilan, L. M. (2016). Asian soybean rust in Brazil: past, present, and future. Pesquisa

Agropecuaria Brasileira, 51, 407-421.


https://www.in.gov.br/en/web/dou/-/portaria-conjunta-sda/mapa-ibama-anvisa-n-1-de-10-de-abril-de-2023-480871674
https://www.in.gov.br/en/web/dou/-/portaria-conjunta-sda/mapa-ibama-anvisa-n-1-de-10-de-abril-de-2023-480871674

15

Grijseels, S., Nielsen, J. C., Nielsen, J., Larsen, T. O., Frisvad, J. C., Nielsen, K. F., Frandsen,
R. J. N., Workman, M. (2017). Physiological characterization of secondary metabolite
producing Penicillium cell factories. Fungal Biology and Biotechnology, 4(1), 1-12.

Hollomon, D. W. (2015). Fungicide resistance: facing the challenge-a review. Plant protection

science, 51(4), 170-176.

Houbraken, J., Kocsubé, S., Visagie, C. M., Yilmaz, N., Wang, X. C., Meijer, M., ... Frisvad,
J. C. (2020). Classification of Aspergillus, Penicillium, Talaromyces and related genera
(Eurotiales): An overview of families, genera, subgenera, sections, series, and species.

Studies in Mycology, 96(1), 141-153.

Hua, L., Yong, C., Zhanquan, Z., Boqgiang, L., Guozheng, Q., Shiping, T. (2018). Pathogenic
mechanisms and control strategies of Botrytis cinerea causing post-harvest decay in fruits and

vegetables. Food Quality and Safety, 2(3), 111-119.

Keswani, C., Singh, H. B., Hermosa, R., Garcia-Estrada, C., Caradus, J., He, Y. W,,
Mezaache-Aichour, S., Glare, T. R., Borriss, R., Vinale, F., Sansinenea, E. (2019).
Antimicrobial secondary metabolites from agriculturally important fungi as next biocontrol

agents. Applied microbiology and biotechnology, 103(23), 9287-9303.

Kildgaard, S., de Medeiros, L. S., Phillips, E., Gotfredsen, C. H., Frisvad, J. C., Nielsen, K.
F., Abreu, L. M., Larsen, T. O. (2018). Cyclopiamines C and D: epoxide spiroindolinone
alkaloids from Penicillium sp. CML 3020. Journal of natural products, 81(4), 785-790.

Magan, N., Aldred, D. (2008). Environmental fluxes and fungal interactions: maintaining a
competitive edge. In British Mycological Society Symposia Series (Vol. 27, pp. 19-35).

Academic Press.

Mathioni, S. M., de Mello, F. E., Antunes, R. F., Duvaresch, D. L., Milanesi, D. F.,
Brommonschenkel, S. H., Pinho, D. B., Rosa, D. D. (2021). Species Determination and
CYTB-G143A Monitoring of Ramulariopsis spp. Isolated from Cotton in Brazil. Plant Health
Progress, 23(1), 4-6.

Nielsen, J. C., Grijseels, S., Prigent, S., Ji, B., Dainat, J., Nielsen, K. F., Frisvad, J. C.,

Workman, M., Nielsen, J. (2017). Global analysis of biosynthetic gene clusters reveals vast


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mezaache-Aichour+S&cauthor_id=31707442
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Glare+TR&cauthor_id=31707442
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Borriss+R&cauthor_id=31707442
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Vinale+F&cauthor_id=31707442

16

potential of secondary metabolite production in Penicillium species. Nature Microbiology,

2(6), 1-9.

Runkle, J., Flocks, J., Economos, J., Dunlop, A. L. (2017). A systematic review of Mancozeb

as a reproductive and developmental hazard. Environment International, 99, 29-42.

Samson, R. A., Yilmaz, N., Houbraken, J., Spierenburg, H., Seifert, K. A., Peterson, S. W.,
Varga, J., Frisvad, J. C. (2011). Phylogeny and nomenclature of the genus Talaromyces and
taxa accommodated in Penicillium subgenus Biverticillium. Studies in Mycology, 70(1),

159-183.

Silva, A. C. D., Souza, P. E. D., Machado, J. D. C., Silva, B. M. D., Pinto, J. E. B. P. (2012).
Effectiveness of essential oils in the treatment of Colletotrichum truncatum-infected soybean

seeds. Tropical Plant Pathology, 37(5), 305-313.

Woudenberg, J. H. C., Truter, M., Groenewald, J. Z., Crous, P. W. (2014). Large-spored
Alternaria pathogens in section Porri disentangled. Studies in Mycology, 79, 1-47.



17

CAPITULO I - Seleciio de extratos organicos de Penicillium spp. e Talaromyces spp. com
atividade antifiingica a fungos fitopatogénicos foliares

RESUMO

Espécies de fungos dos géneros Penicillium e Talaromyces sdo conhecidos por sua
capacidade de produzir uma grande diversidade de metabolitos secundarios bioativos. Dada
essa riqueza quimica desses fungos e considerando as limitacdes do uso direto de
microrganismos antagonistas contra fitopatdgenos para o controle de doencas foliares
policiclicas, este estudo teve como objetivo explorar o potencial antifingico de extratos de
Penicillium spp. e Talaromyces spp., contendo metabdlitos secundarios, contra os
fitopatdgenos Corynespora cassiicola € Colletotrichum truncam, patogenos da parte aérea da
soja, e Alternaria grandis, agente etiologico da pinta preta em batata. Além dos testes de
inibicdo micelial in vitro, também foi realizada a identificagdo dos isolados utilizando
filogenia com sequéncias do gene RPB2 e uma andlise comparativa dos perfis de metabdlitos
entre os melhores extratos. Dentre os 37 isolados investigados, 27 foram identificados como
Penicillium spp., 9 como Talaromyces spp., € um isolado com morfologia divergente como
Purpureocillium lilacinum. Desse total, os extratos de sete isolados de seis espécies de
Penicillium, dois isolados de Talaromyces pinophilus ¢ o do isolado UCBV 327 de P.
lilacinum apresentaram percentagens de inibicao de crescimento entre 59% e 100% contra os
trés patdgenos testados. O extrato do isolado UCBV 283 de Penicillium brasilianum inibiu
completamente o crescimento dos trés patdgenos em todos os ensaios realizados. Observou-se
que a inibi¢do dos extratos esta associada a diferentes grupos de metabolitos especificos de
cada espécie. Os resultados deste estudo fornecem informagdes do potencial dos isolados de
Penicillium e Talaromyces como fontes de metabolitos secundarios, na busca de novas fontes

de biofungicidas para o controle de doengas foliares.

Palavras-chave: Biofungicida, Metabolitos secundarios, Doenca foliar.



18

1. INTRODUCAO

A adocdo do controle biologico de pragas e doengas tem experimentado um
crescimento significativo no Brasil. Atualmente, mais de 600 bioprodutos estio registrados no
pais, sendo que 65% destes sdo compostos por microrganismos, especialmente fungos e
bactérias, utilizados no controle de insetos, nematoides e doencas, principalmente aquelas
causadas por fungos. O emprego de microrganismos antagonistas aos patdgenos do solo
configura uma estratégia de manejo de doencas amplamente adotada no ambito comercial. No
Brasil, os produtos comerciais registrados para esse proposito sdo predominantemente
constituidos por fungos do género Trichoderma e bactérias do género Bacillus, com produtos
aplicados tanto no tratamento de sementes quanto no sulco de plantio, visando principalmente
a erradicacdo do indculo presente na area (Bettiol et al., 2019; Meyer et al., 2019; MAPA,
2023).

No caso de doencas que afetam a parte aérea das plantas, o controle bioldgico ¢
predominantemente realizado através do uso de estirpes de Bacillus, que produzem
metabolitos secundarios com agdo antifingica e sobrevivem na forma de endosporos (Crane
et al., 2013; Silva Janior et al., 2023). No entanto, o controle bioldgico das doencas foliares
enfrenta diversos desafios, especialmente no que se refere ao estabelecimento ¢ manutencao
de altas populacdes de agentes de biocontrole na filosfera. Esses agentes atuam formando
uma barreira sobre a superficie foliar, prevenindo a infec¢do por patdégenos. O sucesso do
estabelecimento desses agentes de biocontrole ¢ afetado pela baixa disponibilidade de
nutrientes e pela necessidade de suportar condigdes ambientais adversas, como exposi¢ao a
radiagdo solar (ultravioleta), excesso de chuvas e variacdes de temperatura (Vorholt, 2012;

Essiedu et al., 2020; da Silva et al., 2021).

Considerando as limitagdes do uso direto de microrganismos antagonistas contra
fitopatdgenos para o controle de doengas foliares policiclicas, e o fato de que a antibiose ¢ um
mecanismo comum de biocontrole na filosfera, uma alternativa ao uso tradicional do
biocontrole inclui a utilizagdo dos metabolitos secundarios bioativos responsaveis pela agdo
antagonista, sendo estes previamente produzidos durante o cultivo em meio de cultura,
concentrados e utilizados, na forma de extratos, como biofungicidas quimicos de origem
biologica (Cortés et al., 2014; Silva Junior et al., 2023). Neste contexto, a fonte de extratos
bioativos ndo precisa ser limitada aos organismos tipicamente antagonistas usados no controle

bioldgico de doengas, mas pode ser expandida para outros grupos de fungos e bactérias com
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reconhecida capacidade metabolica, como bactérias do filo Actinobacteria e ascomicetos da
ordem Eurotiales, principalmente dos géneros Aspergillus, Penicillium e Talaromyces

(Frisvad, 2015; Al-Shaibani et al., 2021).

O género Penicillium se encontra na familia Aspergillaceae, ordem Eurotiales, classe
Eurotiomycetes do Filo Ascomycota, e filogeneticamente forma um grupo irmao com os
fungos do género Aspergillus. O género Talaromyces € composto por fungos formadores de
estruturas assexuadas muito similares aquelas de Penicillium, caracteristicas justificaram a
inclusdo das espécies de Talaromyces no género Penicillium, especificamente no entao
Subgénero Biverticillium, até o ano de 2011. Atualmente, o género Talaromyces € classificado
na familia Trichocomaceae (Visagie et al., 2014; Houbraken et al., 2020). Estes trés géneros
de fungos sdo caracterizados por sua riqueza metabodlica, com cerca de 4000 metabdlitos ja
descritos, muitos bioatividade comprovada, sejam antibidticos (e.g. penicilinas), antifingicos
(e.g. griseofulvina), inibidores da sintese de colesterol (e.g. lovastatina), imunossupressores
(e.g. &cido micofendlico), dentre outros, além de varios compostos toxicos classificados como
micotoxinas (e.g. aflatoxina, ocratoxina, citrinina, verruculogen, roquerfortina, etc) (Frisvad
et al.,, 2004; Frisvad e Larsen, 2015). Dezenas de metabdlitos secundarios sdo comumente
produzidos por isolados de uma dada espécie, sendo esta produgao consistente sob condi¢des
padrao de cultivo, o que d& base para o conceito de quimiotaxonomia aplicado a estes
organismos, bem como demonstra a possibilidade de se obter, de forma consistente, extratos
organicos enriquecidos com as mesmas classes de metabolitos em bateladas de cultivo

sucessivas (Frisvad, 2015; Grijseels et al., 2017).

Considerando a riqueza quimica das espécies de fungos dos géneros Penicillium e
Talaromyces (Kildgaard et al., 2018), surge a hipdtese de que a mistura de metabdlitos
secundarios produzidos durante o cultivo desses fungos, concentrada na forma de extratos
organicos, possui acdo fungicida direta contra fungos fitopatogenos foliares, tornando-os
candidatos promissores na busca por novas fontes de biofungicidas para o controle de
doengas foliares. Este estudo teve como objetivo explorar o potencial de extratos contendo
metabolitos secundarios de isolados de Penicillium e Talaromyces na inibi¢ao do crescimento
de Colletotrichum truncatum e Corynespora cassiicola, patdogenos da parte aérea da soja e
Alternaria grandis, agente causal da pinta preta da batata. Além dos testes in vitro, também
foi realizada a identificacdo dos isolados utilizando filogenia e uma andlise comparativa dos

perfis de metabdlitos entre os melhores extratos.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Isolados estudados

A triagem foi realizada com 27 isolados de Penicillium spp. ¢ nove isolados de
Talaromyces spp., € um isolado de P. lilacinum, provenientes de diferentes localidades e
substratos (solo, sedimento marinho, plantas secas, serapilheiras, plantas vivas como
endofitos) do Brasil (Tabela 01) e preservadas na cole¢do de microrganismos da Unidade de
Controle Bioldgico de Vigosa (UCBYV), do Departamento de Fitopatologia, Universidade
Federal de Vigosa (DFP-UFV) - Brasil. Desses, 17 isolados pertencem a Colegao Micologica
de Lavras (CML), do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras. As
réplicas dos isolados estdo preservadas na UCBV da UFV.

2.2. Isolados dos fungos fitopatogénicos

Os testes de inibicdo micelial foram feitos com os fitopatogenos Alternaria grandis
Ag588, Corynespora cassiicola UCBV 332 e Colletotrichum truncatum UCBV 259,
preservados na cole¢do de microrganismos da UCBYV, do DPF-UFV, Brasil. O isolado Ag588
de A. grandis foi fornecido pelo Laboratério de Biologia de populagdes (Biopop) do
DFP-UFV. O isolado UCBV 259 de C. truncatum foi isolado de folhas da soja com lesdes
caracteristicas de antracnose coletadas de lavouras comerciais no municipio de Trés Passos, no
estado de Rio Grande do Sul-Brasil, em 2022. Enquanto o isolado UCBV 332 de C. cassiicola

foi cedido pela empresa Vale Ouro Biotec.
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Tabela 01. Isolados avaliados na inibic¢ao in vitro contra C. truncatum, C. cassiicola e A.

grandis.
Cédigo Outro Novo nome Substrato Localidade Referéncia
UCBV cédigo
UCBYV 136a Talaromyces pinophilus Contaminante Vigosa, MG Este estudo
Parque Estadual Carlos Botelho, Sao
UCBV 173 CML 3012 Penicillium sp.1 Solo, Mata Atlantica Miguel Arcanjo, SP Este estudo
Parque Estadual Carlos Botelho, Sao
UCBV 174 CML 3020 Penicillium sp.1 Solo, Mata Atlantica Miguel Arcanjo, SP Este estudo
Swinglea glutinosa, Carvalho et al.
UCBYV 240 CMLD 18 Penicillium setosum endofito Sao Paulo, SP 2022
Contaminate de C.
UCBV 260 Penicillium rubens cassicola Vigosa, MG Este estudo
UCBYV 262 Penicillium brevicompactum  Fruto de mamao Vigosa, MG Este estudo
UCBV 265 CML 1232 Talaromyces pinophilus Solo, plantio de algodao Montividiu, GO Este estudo
UCBV 267 CML 1238 Talaromyces amestolkiae Solo, plantio de algodao Montividiu, GO Este estudo
UCBV 269 CML 1685 Penicillium rubens Cacau, endofito Ilhéus, BA Este estudo
UCBV 274a Penicillium rubens Contaminante Vigosa, MG Este estudo
UCBV 279a Talaromyces aculeatus Contaminante Vigosa, MG Este estudo
UCBV 283 CML 2691 Penicillium brasilianum Melia azedarach, endofito  Sdo Carlos, SP Cardoso et al. 2021
UCBYV 286a Penicillium rubens Contaminante Vigosa, MG Este estudo
UCBV 287a Penicillium brasilianum Contaminante Vigosa, MG Este estudo
UCBV 290 CML 2716 Penicillium tanzanicum Solo, Mata Atlantica Estagdo Ecologica de Assis, Assis, SP Cardoso et al. 2021
UCBYV 292a Talaromyces stollii Contaminante Vigosa, MG Este estudo
UCBV 294a Talaromyces amestolkiae Contaminante Vigosa, MG Este estudo
UCBV 295a Penicillium rubens Contaminante Vigosa, MG Este estudo
UCBYV 299 CML 2829 Penicillium daleae Solo, Mata Atlantica Estacdo Ecologica de Assis, Assis, SP Cardoso et al. 2021
UCBV 302 CML 2965 Penicillium flavigenum Solo, caverna MG Cardoso et al. 2021
Parque Estadual Carlos Botelho, Sao
UCBV 304 CML 3011 Penicillium sp.2 Solo, Mata Atlantica Miguel Arcanjo, SP Este estudo
Parque Estadual Carlos Botelho, Sdo
UCBV 307 CML 3016 Penicillium meliponae Solo, Mata Atlantica Miguel Arcanjo, SP Este estudo
UCBV 310 CML 3021 Penicillium adametzii Solo, Mata Atlantica Estacdo Ecologica de Assis, Assis, SP Este estudo
UCBV 314a Talaromyces amestolkiae Contaminante Vigosa, MG Este estudo
UCBV 315a Talaromyces amestolkiae Contaminante Vigosa, MG Este estudo
UCBV 316 CML 3991 Penicillium sp.3 Solo Nova Lima, MG Este estudo
UCBV 317 CML 3992 Penicillium sp.4 Solo Nova Lima, MG Este estudo
UCBV 318 CML 3993 Penicillium sp.5 Solo Nova Lima, MG Este estudo
UCBV 319 CML 3994 Penicillium amphipolaria  Solo Nova Lima, MG Este estudo
UCBV 320 CML 3995 Penicillium wotroi Solo Nova Lima, MG Este estudo
Esclerodio de Sclerotinia
UCBV 323 P01 Penicillium citrinum sclerotiorum Vigosa, MG Este estudo
UCBV 324 P07 Penicillium pulvillorum Soja, restos de cultura Vigosa, MG Este estudo
UCBV 325 P13 Talaromyces stollii Musgo Serra Fina, Passa Quatro, MG Este estudo
UCBYV 326 P15 Penicillium freii Musgo Serra Fina, Passa Quatro, MG Este estudo
UCBV 327 P16 Purpureocillium lilacinum ~ Musgo Serra Fina, Passa Quatro, MG Este estudo
UCBV 328 P19 Penicillium sp.4 Musgo Serra Fina, Passa Quatro, MG Este estudo
UCBV 329 P20 Penicillium coprophilum ___Musgo Serra Fina, Passa Quatro, MG Este estudo
2.3. Identificacdo molecular

2.3.1. Extracido de DNA

Os isolados foram cultivados em placas com extrato de malte agar coberto com
pléstico celofane no escuro por cinco dias a 25°C. A biomassa dos fungos foi colhida em
tubos de 2 mL e submetida a extracdo de DNA gendmico usando o Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega, Madison, EUA). A qualidade do DNA foi avaliada através da
eletroforese, colocando uma mistura de 3 uL. de tampao de corrida com adi¢cdo de gelred e 2

uL de DNA.
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2.3.2. Amplificacdo de PCR, sequenciamento e filogenia

Os primers sintéticos fRPB2-5F e fRPB2-7cr foram utilizados para amplificagdo
parcial do gene da segunda maior subunidade do gene da RNA polimerase II (RPB2) (Liu et
al., 1999). As reagdes de PCR foram realizadas em uma mistura de 12,5 pL contendo os
reagentes do kit GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase (Promega), mais 0,5 pL de cada primer
e 1 pL de DNA gendmico, e conforme as condi¢cdes descritas por Liu et al. (1999). Os
produtos de PCR foram purificados usando o reagente ExoSAP-IT™ (Applied Biosystems)
para eliminar o excesso de primers e nucleotideos nao incorporados. As amostras purificadas

foram enviadas para sequenciamento na Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz).

Os eletroferogramas foram analisados no programa SeqAssem (Hepperle, 2004). As
sequéncias consenso foram comparadas com o banco de dados do NCBI, utilizando a
ferramenta BLAST e, com base nos resultados, sequéncias de RPB2 de isolados de referéncia
de espécies de Penicillium, Talaromyces € Purpureocillium lilacinum foram copiadas e usadas
para a composicdo de um alinhamento multiplo, utilizando a ferramenta MUSCLE,
implementada no programa Mega 11 (Tamura et al, 2021). A andlise filogenética por
Inferéncia Bayesiana foi conduzida com o programa Mr. Bayes 2.7.3, como implementado no
portal CIPRES (https://www.phylo.org/), utilizando o modelo evolutivo GTR+I+G, em até 5
x 10° interagdes, com duas analises concomitantes e descarte de 25% das arvores iniciais. A
arvore consenso gerada foi visualizada no programa FigTree (Rambaut, 2009) e editada no

programa Inkscape (https://inkscape.org).
2.4. Extracao de metabdlitos

Os isolados foram cultivados em meio extrato de malte dgar durante cinco dias no
escuro a 25 °C. Em camara de fluxo laminar, trés plugs de agar com crescimento e
esporulagdo foram transferidos para tubo de Eppendorf de 1,5 mL contendo 1 mL de 4dgua
destilada estéril mais Tween 80 (0,05%). O conteudo de cada tubo (1 mL de suspensdo de
conidios) foi transferido para béquer de plastico de 2 L contendo 100 g de arroz parboilizado
e 60 mL de 4gua destilada estéril; o béquer foi coberto com plastico e acondicionado em
temperatura ambiente do laboratério da UCBYV, em torno de 25 °C, por sete dias. Depois, o
pléstico foi trocado por papel de filtro esterilizado e os frascos foram acondicionados por

mais trés dias para a secagem.
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A extracdo dos metabolitos foi etandlica a partir de 100 g de arroz colonizado. A cada
béquer com arroz colonizado com fungo foram adicionados 60 mL de etanol (99,5%),
seguido de agitacdo por 1 hora, a 180 rpm e 25 °C. O material foi filtrado em tecido voil e
transferido para tubos Falcon de 50 mL para centrifugacao a 3000 rpm/5 minutos - velocidade
7 (Centrifuga Excelsa I, modelo 206 BL); o sobrenadante foi transferido para um erlenmeyer.
O arroz colonizado foi submetido a uma nova extragdo com mais 60 mL de etanol por mais 1
hora, repetindo-se o processo de filtragem e centrifugagdo, juntando-se ao final os
sobrenadantes (extrato). Ao final, os extratos foram concentrados em um evaporador rotativo

a 40 °C. O material concentrado foi levado para liofilizagao.

Os extratos concentrados foram submetidos a uma nova extragdo. Uma aliquota de
extrato seco foi transferida para um eppendorf de 1,5 mL e adicionada de 500 pL de uma
mistura de metanol e acetato de etila [MeOH:AcOEt (2:1)] e acido formico 1%. Este foi
dissolvido com o auxilio de um vortex e depois os tubos eppendorf de 1,5 mL contendo a
mistura foram colocados em um banho ultrassonico por 30 min, seguido de centrifugagdo a
10.000 rpm, durante 10 min (Centrifuga 5424 eppendorf, modelo 205N). O sobrenadante foi

transferido para novos tubos eppendorf e colocados para secar a temperatura ambiente.
2.5. Avaliacio da bioatividade e selecio de extratos organicos

A bioatividade dos extratos organicos foi avaliada na inibi¢do do crescimento micelial
de C. cassiicola, A. grandis e C. truncatum. Os extratos (500 mg) foram dissolvidos em 2,5
mL de Metanol (CH;OH) contendo uma gota de tween 80. Cada extrato concentrado (200
mg/mL) foi misturado com 50 mL de meio batata dextrose agar (BDA) mais antibidtico
cloranfenicol (0,01%), fazendo uma concentrag¢do final do extrato de 10 mg/mL no meio de

cultivo.

O meio de cultura com o extrato foi distribuido em quatro placas de 60 mm de
diametro. Um disco do meio com o indculo dos fitopatogenos C. cassiicola, A. grandis e C.
truncatum foi inoculado nas placas (4 placas/patdégeno). Como controles, foram utilizados 2,5
mL de Metanol (controle negativo) e o fungicida Elatus (Azoxistrobina 300 mg/g +
Benzovindiflupir 150 mg/g) a 0,025 mg/mL de Azoxistrobina + 0,00125 mg/mL de
Benzovindiflupir (controle positivo). As placas foram mantidas a 25 °C, fotoperiodo de 12 h
por um periodo de sete dias. Foram avaliados os didmetros das colonias com auxilio de um

paquimetro digital. A porcentagem de inibicdo de micélio foi calculada com base na equacdo
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1, sendo o didmetro da coldnia do tratamento controle (sem extrato) menos o didmetro da
colonia dos tratamentos dividido por o didmetro da colonia do tratamento controle e

multiplicado por 100:
% Inibicdo micelial = (@controle — @tratamento/@Bcontrole) x 100 (1)

Com os dados de percentagem da inibi¢do do crescimento micelial in vitro de cada
fitopatogeno avaliado foram feitas as andlises estatisticas. A homogeneidade das variancias
foi testada pelo teste de Levene e a distribuicdo normal de residuos foi testada pelo teste de
Shapiro-Wilk. A ANOVA foi feita por meio da fun¢do aov() e as médias de inibicao obtidas
para cada extrato foram comparadas pelo Scott Knott no nivel p < 0,05 por meio da fungao

SK() com auxilio do pacote ScottKnott no R versao 4.1.2 (R Core Team, 2022).

Uma analise estatistica multivariada também foi realizada com os dados médios de
inibi¢do do crescimento micelial in vitro de 37 extratos contra trés fungos fitopatogénicos e
dois ensaios diferentes. A visualizacdo dos resultados foi feita através de um mapa de calor
(Heatmap) para identificar padrdes e relacdes entre as varidveis. O mapa de calor foi feito por
meio da fun¢do Heatmap() com auxilio do pacote ComplexHeatmap no R versao 4.1.2 (R

Core Team, 2022).
2.6. Caracterizacido quimica dos extratos organicos
2.6.1. Preparacao de amostras

Os extratos foram obtidos seguindo a metodologia descrita no item 2.3 e foram
submetidos a uma nova extra¢do com o seguinte protocolo: Uma pequena aliquota do extrato
seco (50 mg) foi transferida para um eppendorf de 1,5 mL, ao qual foram adicionados 100 pL
de uma mistura de MeOH:AcOEt (2:1). Os tubos eppendorf de 1,5 mL contendo a mistura
foram colocados em um banho ultrassonico por 30 min, seguido de centrifugagao a 10.000
rpm, durante 10 min. O sobrenadante foi transferido para novos tubos eppendorf e colocados

para secar a temperatura ambiente.

A andlise do perfil metabolico foi realizada a partir de aliquotas do extrato organico
bruto dissolvidas em MeOH e centrifugadas a 13.000 rpm por 10 min. Aliquotas de 5 pL
foram injetadas em um sistema de cromatografia liquida Nexera (Shimadzu) com um detector

UV-visivel de arranjo de diodos SPD M20A e acoplado a um analisador de massa
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MicroTOF-QII Quadrupole-Time-of-Flight (QTOF), equipado com uma fonte de ionizag¢do

por eletrospray (Bruker Daltonics).

A cromatografia foi realizada em coluna analitica Kinetex C18 (100 x 2,1 mm, 2,6
pm) (Phenomenex) mantida a 50 °C e sob fluxo continuo de 0,35 mL/min. A fase moével foi
composta por dgua deionizada e acetonitrila grau HPLC, ambos solventes continham 0,1% de
acido formico. Para cada corrida, uma elui¢ao isocratica com 15% de acetonitrila entre 0 ¢ 2
min foi seguida por um gradiente de 15% - 95% entre 2 e 12 min, e uma segunda elui¢do

1socratica com 95% entre 12 e 17 minutos.

O espectrometro de massa foi operado no modo positivo de ionizagdo e o intervalo
massa-carga selecionado foi m/z 50 - 1500. A calibragdo interna do sistema foi feita com uma
solucdo de formato de sédio. A fragmentagdo induzida por colisdo para a geracdao de ions
produzida por MS foi feita automatica, com energias de colisdo variando de 20 a 65 eV e

coletando até cinco ions precursores por ciclo.

2.6.2. Analise quimica do Perfil metabolico dos extratos

Os dados de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de alta
resolugdo (LC-MS) dos 10 melhores extratos selecionados nos testes de atividade antifiingica
foram processados e calibrados no software Bruker Compass DataAnalysis 4.2 (Bruker
Daltonics). Os arquivos gerados foram transformados para o formato mzmL com o programa
MSConvert do pacote Proteowizard (Chambers et al., 2012) e analisados no programa
Mzmine3 (Schmid et al., 2023), seguindo protocolos padrdo para a deteccdo, comparacao e
filtragem de '"molecular features" correspondentes aos metabdlitos presentes nos
cromatogramas (Damiani et al., 2023). Com exce¢ao do extrato do isolado UCBV 323, todos

os extratos foram avaliados em duplicatas.

A tabela contendo a distribuicao e a intensidade relativa das molecular features (i.e.
metabolitos) detectadas nos 29 arquivos processados no Mzmine3 foi usada para uma analise
de rede molecular, realizada no site do Global Natural Product Social Molecular Network
(GNPS) (https://gnps.ucsd.edu/), utilizando os parametros recomendados para este tipo de
analise (Aron et al., 2020). Os resultados da rede molecular serviram de base para a analise de
coordenadas principais (PCoA) realizada automaticamente pelo algoritmo do GNPS, onde os

extratos foram agrupados de acordo com a sua composi¢do de metabolitos. O grafico de
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PCoA foi visualizado no site qiime2.org e editado no programa Inkscape

(https://inkscape.org).
3. RESULTADOS
3.1. Identificacao filogenética dos isolados

Quatro isolados de Penicillium incluidos neste estudo ja haviam sido identificados por
Cardoso et al. (2021) e o isolado UCBV 240 foi identificado como P. sefosum por Carvalho et
al. (2023). Os demais isolados foram identificados neste estudo, através da andlise
filogenética da sequéncia parcial do gene RPB2 (Figura 1). Do total de 37 isolados
investigados, 27 pertencem ao género Penicillium e nove a Talaromyces. O isolado UCBV
327 foi identificado como pertencente a espécie P. lilacinum (Familia Ophiocordycipitaceae)

e usado como outgroup na arvore filogenética de RPB2 (Figura 1).

Dezenove espécies de Penicillium foram identificadas, sendo cinco pertencentes ao
Subgénero Penicillium: P. brevicompactum (Se¢ao Brevicompacta), P. coprophilum
(Robsamsonia), P. flavigenum (Chrysogena), P. frei (Fasciculata) e P. rubens (Chrysogena).
Das 15 espécies do Subgénero Aspergilloides identificadas, duas pertencem a Secao Citrina
(P, citrinum, Penicillium sp. 3), trés a Secdo Sclerotiorum (P. adametzi, Penicillium sp.1, P.
meliponae) e nove a Secao Lanata-Divaricata (P. amphipolaria, P. brasilianum, P. daleae, P.
pulvillorum, P. setosum, Penicillium sp.4, Penicillium sp.5, P. tanzanicum, P. wotroi). O
isolado UCBV 304 (Penicillium sp. 2) possivelmente pertence a Secdo Gracilenta, ja que sua
sequéncia de rpb2 tem 92% de identidade com o isolado ex-tipo de P. sichuanense, descrito

por Wang et al. (2023).

P rubens foi a espécie com maior nimero de isolados (N=4), seguida por P.
brasilianum, Penicillium sp.1 e Penicillium sp. 4, com dois isolados cada; as demais espécies
foram representadas por apenas um isolado. Dentro do género Talaromyces, foram
identificadas quatro espécies pertencentes a Secao Talaromyces, T. aculeatus (N=1 isolado),

T. amestolkiae (N=4), T. pinophilus (N=2) e T. stollii (N=2).
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Figura 1. Arvore filogenética, obtida por inferéncia Bayesiana, com sequéncias parciais do
gene rpb2 de 37 isolados de fungos usados neste estudo e isolados de referéncia de espécies
de Penicillium, Talaromyces e Purpureocillium. Valores de probabilidade posterior sdo
mostrados proximos aos nos. A espécie P. lilacinum (isolados UCBV 327 e CBS 248.36) foi

usada como grupo externo.
3.2. Selecio de extratos organicos de Penicillium spp. pela sua bioatividade.

Realizaram-se ensaios in vitro para avaliar a bioatividade de 27 extratos organicos de
Penicillium spp., nove de Talaromyces spp. € um de P. lilacinum na inibi¢do do crescimento
micelial dos patogenos A. grandis, C. cassiicola e C. truncatum. Cada ensaio in vitro com o0s
patdgenos foi repetido, totalizando seis ensaios. Em cada um, as médias de inibicdo do
crescimento micelial por cada extrato foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, apds a
analise de variancia. O efeito inibitorio dos extratos, avaliados a 10 mg/mL, teve uma ampla

variagdo, de 0% a 100%, nos diferentes ensaios (Tabelas S1-S3).

No primeiro ensaio de bioatividade dos extratos contra A. grandis, os extratos foram
classificados em 13 grupos distintos (a-m) e, no segundo ensaio, em 17 grupos (a-q). Onze
extratos e o tratamento com o fungicida Elatus inibiram o crescimento micelial em pelo
menos 75% no ensaio 1 e quatorze no ensaio 2. Nos dois ensaios, os extratos UCBV 329,
UCBV 327, UCBV 304 ¢ UCBV 283 inibiram completamente o crescimento micelial de A.
grandis, enquanto o extrato UCBV 136a inibiu completamente o crescimento micelial de 4.

grandis apenas no ensaio 2 (Tabela S1).

Em relacao a bioatividade dos extratos organicos contra C. cassiicola, no primeiro
ensaio, observaram-se 10 grupos bioativos diferentes (a-j), enquanto no segundo ensaio foram
identificados 11 grupos (a-k). Seis extratos demonstraram inibir o crescimento micelial em
pelo menos 75% no primeiro ensaio, enquanto nove apresentaram o mesmo efeito no segundo
ensaio. Em ambos os ensaios, somente o extrato UCBV 283 conseguiu inibir completamente

o crescimento micelial de C. cassiicola (Tabela S2).

No primeiro ensaio de bioatividade contra C. truncatum, os extratos organicos foram
separados em 10 grupos diferentes (a-j), ja no segundo ensaio, foram observados 13 grupos
(a-m). Onze extratos demonstraram inibir o crescimento micelial em 75% ou mais no
primeiro ensaio, enquanto treze apresentaram o mesmo efeito no segundo ensaio. Em ambos

os ensaios, os extratos UCBV 283, UCBV 287a e UCBV 304 inibiram completamente o
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crescimento micelial de C. fruncatum. Adicionalmente, os extratos UCBV 307 e UCBV 327
mostraram inibi¢do total do crescimento micelial apenas no primeiro ensaio, enquanto o
extrato UCBV 323 teve o mesmo resultado somente no segundo ensaio (Tabela S3). A
inibicdo do crescimento micelial proporcionada pelo fungicida Elatus variou entre 96.3% e

97.7% nos quatro ensaios com C. cassiicola e C. truncatum.

Os resultados dos seis ensaios de inibigao de crescimento micelial foram sumarizados
em uma analise multivariada de classificagdo hierarquica, onde os extratos e ensaios foram
agrupados de acordo com a sua similaridade e apresentados em um grafico bidimensional,
onde os valores médios de inibicdo do crescimento micelial de cada combinacao
extrato-ensaio foram exibidos na forma de um gradiente ou mapa de calor (heatmap) (Figura

2).

O dendrograma superior da figura 2 mostra o agrupamento das repeti¢des dos ensaios
conduzidos com cada patdogeno, sendo possivel observar o agrupamento entre os resultados
dos ensaios com A. grandis e C. truncatum, sugerindo que sensibilidade destes patdgenos aos
metabolitos € parecida, com uma maior propor¢do de extratos com niveis de inibicdo do
crescimento micelial proximos a 100% (cor vermelho escuro). Os ensaios com C. cassiicola
formaram um grupo separado, caracterizado por percentagens menores de inibigdo deste

patdgeno pela maioria dos extratos testados.

O dendrograma lateral, contendo o agrupamento dos extratos, foi separado em dois
grandes grupos. O grupo superior foi ainda subdividido em dois subgrupos, sendo aquele
contendo os melhores extratos, com percentagens de inibi¢do do crescimento micelial entre
59 e 100% contra os trés patdgenos, formado por extratos de 10 isolados, mais o tratamento
com o fungicida (Elatus). Estes 10 isolados pertencem a 6 espécies de Penicillium, uma
espécie de Talaromyces e ao isolado UCBV 327 de P, lilacinum. Em destaque ficou o extrato
do isolado UCBV 283 de P. brasilianum, que inibiu completamente o crescimento dos trés

patogenos em todos os 6 ensaios (Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Grafico de heatmap mostrando as médias de inibicdo do crescimento micelial de trés fitopatdgenos por 37 extratos, em seis ensaios
independentes. Os resultados da classificagdo hierdrquica dos ensaios e extratos também sdo mostrados na parte superior e lateral direita da

figura.
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Figura 3. Tlustragdo do resultado do ensaio de inibi¢do do crescimento micelial de trés fitopatogenos pelos 10 extratos mais bioativos. UCBV 283
e 287a (P. brasilianum); UCBV 316 (Penicillium sp. 3); UCBV 327 (P. lilacinum); UCBV 265 e 136a (1. pinophilus); UCBV 323 (P. citrinum);
UCBYV 329 (P. coprophilum); UCBV 304 (Penicillium sp. 2) e UCBV 307 (P. meliponae).
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3.3. Caracterizagao quimica dos extratos

Os perfis de metabodlitos detectados por LC-MS nos extratos dos 10 isolados com os
melhores resultados de inibi¢do do crescimento micelial dos patégenos A. grandis, C.
trucatum e C. cassiicola foram submetidos a uma andalise comparativa, pelo método de rede
molecular, no portal GNPS e os resultados de compartilhamento de metabdlitos entre as
amostras foram usados para composi¢do de um grafico de ordenagao de componentes

principais (PCoA) (Figura 4).

As trés primeiras componentes exibidas no grafico explicaram 60,58% da variancia
total dos dados. Em geral, as duplicatas das amostras avaliadas ficaram bem agrupadas,
indicando uma boa reprodutibilidade. Apenas o extrato do isolado UCBV 323 foi
representado por uma amostra. No caso das espécies P brasilianum e T. pinophilus,
representadas por extratos de dois isolados cada, o agrupamento das amostras por espécie
também foi observado. Por outro lado, ndo parece haver correlacdo entre o agrupamento das
amostras segundo sua composi¢do de metabolitos e o seu agrupamento de acordo com o nivel

na inibicao do crescimento micelial (Figuras 2 e 4).

Como a analise multivariada foi baseada na rede molecular feita com centenas de
moléculas detectadas nas analises, incluindo metabolitos secundarios e interferentes, um viés
pode ser observado na disposi¢cao das amostras na PCoA, onde aquelas analisadas por LC-MS
em dezembro de 2023 (UCBV 304, 323, 327, 329) foram separadas, ao longo do eixo 1, do
restante das amostras, analisadas em junho e julho de 2023. Este efeito do 'background' das
amostras sobre sua disposicdo pode explicar o inesperado agrupamento do perfil de
metabolitos do isolado UCBV 327, de P. lilacinum, com aqueles dos isolados de Penicillium

avaliados na mesma data (Figura 4).
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Figura 4. Grafico da analise ordenacdo pelo método de coordenadas principais (PCoA),
mostrando o agrupamento dos extratos de 10 isolados de Penicillium, Talaromyces e
Purpureocillium com base em sua composicdo quimica. A porcentagem da variancia
explicada por cada ordenada ¢ mostrada junto aos eixos do grafico. A andlise foi baseada nos

resultados de uma analise de rede molecular conduzida no portal do GNPS.

4. DISCUSSAO

Neste capitulo, foram estudados 37 isolados, dos quais 5 isolados de Penicillium ja
haviam sido identificados em trabalhos anteriores (Cardoso et al., 2021; Carvalho et al.,
2023). Dos 32 isolados restantes, 31 apresentavam morfologia tipica de Penicillium, ¢ um
isolado, de coloracdo rosada, tinha conididéforos tipicos do morfo-género Paecilomyces, como

definido previamente aos estudos filogenéticos (e.g. Domsch et al., 1980). Esses isolados
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foram identificados com base em anélise filogenética, utilizando sequéncias parciais do gene

da segunda maior subunidade da polimerase II (RPB2).

A analise filogenética mostrou que os isolados com morfologia semelhante a de
Penicillium foram classificados em dois géneros dentro da ordem Eurotiales: Penicillium,
com 27 isolados, e Talaromyces, com 9 isolados. A similaridade morfologica entre a fase
assexuada de Penicillium e Talaromyces ilustra um desafio comum na micologia. Muitos
géneros e espécies de fungos apresentam morfologias convergentes, o que pode levar a
classificagdes erroneas baseadas apenas em caracteristicas visuais. Até 2011, espécies de
Talaromyces eram classificadas dentro de Penicillium, indicando que a distin¢do entre esses
géneros nao era clara até que os métodos de filogenia molecular comegassem a serem
empregados como rotina para a delimitacdo de géneros e espécies (Houbraken e Samson,
2011; Samson et al., 2011; Houbraken et al., 2014; Visagie et al., 2014; Houbraken et al.,
2020).

Dentro do género Penicillium, foram identificadas 4 espécies do subgénero
Penicillium, e 15 espécies do subgénero Aspergilloides. Isso reflete a diversidade de espécies
presente neste grupo de fungos, onde uma amostragem aleatoria de 26 isolados resulta em um
numero muito proximo de espécies distintas (Houbraken et al., 2020). Além disso, o maior
numero de espécies identificadas no subgénero Aspergilloides reflete a origem dos isolados,
que na sua maioria foram obtidos do solo e plantas. Por fim, o isolado de Paecilomyces-like
foi identificado como Purpureocillium lilacinum, uma espécie pertencente a familia
Ophiocordyciptaceae, filogeneticamente distante dos demais Eurotiales incluidos neste estudo

(Luangsa-ard et al., 2011).

A analise multivariada combinada dos resultados dos ensaios in vitro de inibi¢ao do
crescimento micelial pelos extratos contra A. grandis, C. truncatum e C. cassiicola mostrou o
agrupamento das repeticdes dos ensaios com cada patégeno, indicando a consisténcia dos
resultados obtidos em ensaios independentes. O agrupamento dos resultados dos ensaios com
A. grandis e C. truncatum no dendrograma sugere que a sensibilidade desses patdogenos aos
extratos ¢ semelhante. Isso indica que os compostos presentes nos extratos testados t€m uma
eficacia comparavel contra ambos os patéogenos, evidenciando o potencial de acdo de amplo
espectro dos extratos, caracteristica importante para o desenvolvimento de biofungicidas para

o controle de doengas foliares em diferentes culturas (Marrone, 2002). J4 os ensaios contra C.
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cassiicola formaram um grupo distinto no dendrograma, caracterizado por um menor nimero
de extratos com percentagens de inibi¢cdo do crescimento micelial iguais ou maiores que 75%,
o que indica uma menor sensibilidade deste fungo aos extratos testados em comparagdo com
os outros patogenos. Estas diferencas de sensibilidade podem corresponder a adaptacdes
fenotipicas distintas de cada espécie alvo avaliada ou caracteristicas intrinsecas aos isolados
testados, o que so pode ser elucidado realizando-se ensaios de inibigdo com mais isolados de

cada espécie.

Quanto a inibicdo do crescimento micelial pelos extratos contra os trés patogenos,
identificou-se um padrdo consistente que agrupa os extratos com maior efeito inibitorio,
apresentando porcentagens de inibi¢do entre 59% e 100% contra todos os patdgenos testados.
Este grupo foi composto por extratos de 10 isolados diferentes, além do tratamento com o
fungicida FElatus. Neste foram incluidos extratos de sete isolados de seis espécies de
Penicillium, dois i1solados de T. pinophilus e o isolado UCBV 327 de P. lilacinum. Embora
tenham exibido niveis de atividade antifingica semelhantes no conjunto de ensaios contra os
trés patogenos, os 10 extratos possuem composi¢cdes quimicas distintas, com excecdo

daqueles derivados de isolados da mesma espécie, como evidenciado na anélise de PCoA.

O extrato do isolado UCBV 283 de P brasilianum inibiu completamente o
crescimento dos trés patdogenos em todos os ensaios realizados. O extrato do isolado UCBV
287a, da mesma espécie, apresentou resultados semelhantes de inibi¢do de A. grandis e C.
truncatum, tendo tido eficiéncia um pouco menor frente a C. cassiicola. A atividade
antifiungica de metabolitos secundéarios de um isolado identificado como P. brasilianum foi
descrita contra Alternaria solani, Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides e
Fusarium solani (Tang et al., 2015). Dentre os metabolitos bioativos identificados pelos
autores estdo isoroquefortina C, griseofulvina e esterdides, sendo os dois primeiros
metabolitos tipicos de espécies do subgénero Penicillium, mas ndo de P. brasilianum (Frisvad

et al., 2004).

Também se destacaram os extratos de isolados das espécies P. citrinum (UCBV 323),
P coprophilum (UCBV 329) e P. meliponae (UCBV 307), além dos isolados ndo
identificados UCBV 304 (Penicillium sp. 2) e UCBV 316 (Penicillium sp. 3), que
possivelmente pertencem a espécies ainda ndo descritas formalmente. Citrinina e seus

analogos formam um dos principais grupos de policetideos produzidos por P. citrinum e
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espécies proximas, € que possuem atividade antifungica ja descrita contra diferentes grupos
de ascomicetos, incluindo fitopatégenos (Luo et al., 2019) e patégenos de insetos (Beauveria
bassiana) (dos Santos et al., 2012). E possivel que esta classe de metabolitos seja responsavel
por parte significativa da atividade antifiingica do extrato do isolado UCBV 323. Além de
metabolitos secundarios, proteinas com agdo antifingica também ja foram purificadas a partir
de culturas de P. citrinum (Wu et al., 2016). Isolados de P. coprophilum produzem diferentes
grupos de metabolitos, incluindo griseofulvina, com atividade antifiingica e utilidade em
medicina, para uso topico (Bills e Gloer, 2016). Azafilonas sdo metabdlitos tipicamente
produzidos por espécies da Secdo Sclerotiorum, sendo a esclerotiorina a mais conhecida. P.
meliponae pertence a esta Secdo e ¢ capaz de produzir quase duas dezenas de analogos da
esclerotiorina (Peres et al., 2023). Certos metabolitos desta classe possuem atividade
antifungica (Lucas et al., 2007; Wu et al., 2019) e, portanto, podem ser responsaveis pelo

efeito antifungico do extrato do isolado UCBV 307.

Extratos de dois isolados de 7. pinophilus ficaram entre os 10 melhores nos ensaios de
inibicdo do crescimento micelial dos fitopatdgenos. Na literatura, a atividade antiflingica de
metabolitos secundarios produzidos por 7. pinophilus ndo estd clara, mas héa relatos de
micoparasitismo e até controle biologico de patdogenos de solo por isolados desta espécie
(Abdel-Rahim e Abo-Elyousr, 2018; Kazerooni et al., 2019), sendo provavel a participagdo de
compostos bioativos nestas interagdes. O isolado UCBV 327 de P. lilacinum foi isolado junto
a outros cinco a partir de uma amostra de musgo e incluido ‘por curiosidade’ na triagem,
tendo o seu extrato ficado entre os melhores nos ensaios de inibigdo. Esta espécie € conhecida
por habitar o solo, sendo utilizada no controle biologico de insetos e nematoides, além de ser
reconhecida como fonte de metabolitos secundérios com propriedades antimicrobianas e

antifungicas (Liu et al., 2020; Chen e Hu, 2021).

Os resultados deste estudo fornecem informagdes inéditas sobre a diversidade
metabolica e a atividade antifungica marcante de extratos organicos de fungos dos géneros
Penicillium, Talaromyces e Purpureocillium. Embora milhares de metabdlitos bioativos ja
tenham sido isolados de investigados a partir de fungos destes grupos (van Santen et al.,
2022), testes de atividade antifiingica contra fitopatdgenos sao menos comuns do que aqueles
contra bactérias, leveduras de importancia médica e alvos humanos, como células tumorais

(Frisvad et al., 2004; Chen e Hu, 2021). Da mesma forma, o foco da grande maioria das
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pesquisas esta na purificagdo de metabolitos secundarios e sua caracterizagdo biologica em
isolamento ¢ ndo avaliacdo dos extratos brutos, contendo misturas de dezenas de moléculas
com perfis de bioatividade distintos. Considerando a possibilidade do uso no controle de
doengas de plantas, os extratos sdo mais faceis e baratos de serem produzidos e sua
composi¢do complexa, embora consistente, ¢ vantajosa visto a pequena probabilidade de
selecao de populacdes de patogenos resistentes a diferentes grupos quimicos ao mesmo

tempo.
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6. MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1. Bioatividade de 37 extratos organicos contra Alternaria grandis.

Ensaio 1 Ensaio 2
Extratos Inibicao Scott-Nnott * Extratos Inibicao Scott-Knott *
micelial (%) micelial (%)

UCBV327 100 a UCBV327 100 a
UCBV329 100 a UCBV329 100 a
UCBV304 100 a UCBV304 100 a
UCBV283 100 a UCBV283 100 a
UCBV240 97.13 a UCBV136 100 a
UCBV265 92.97 b UCBV287a 98.04 a
UCBV307 92.6 b UCBV265 96.46 b
UCBV136 86.8 c UCBV307 95.58 b
UCBV323 85.82 c UCBV240 92.23 c
UCBV287a 82.44 c UCBV323 82.92 d
Fungicida 74.88 d UCBV325 82.7 d
UCBV318 74.65 d UCBV316 82.05 d
UCBV262 74.35 d UCBV262 79.69 d
UCBV320 73.44 d Fungicida 76.38 e
UCBV316 71.98 d UCBV320 74.85 f
UCBV328 70.29 e UCBV269 74.38 f
UCBV3l15 67.96 e UCBV328 72.7 g
UCBV295 66.29 f UCBV295 67.14 h
UCBV317 64.59 f UCBV315 66.53 h
UCBV274 64.07 f UCBV318 63.71 h
UCBV269 60.66 g UCBV274 60.62 i
UCBV310 56.94 g UCBV326 59.44 i
UCBV325 56.76 g UCBV317 56.67 j
UCBV326 48.38 h UCBV310 55.45 j
UCBV319 3491 i UCBV319 46.45 k
UCBV299 32.57 i UCBV29%4 41.35 1
UCBV292 31.71 i UCBV286 41.2 1
UCBV324 29.82 i UCBV260 40.38 1
UCBV29%4 29.49 i UCBV292 38.71 1
UCBV314 25.15 j UCBV279 37.72 1
UCBV302 22.46 j UCBV324 35.56 m
UCBV290 17.75 k UCBV299 34.77 m
UCBV286 15.96 k UCBV173 29.43 n
UCBV173 12.88 1 UCBV302 26.35 n
UCBV260 11.62 1 UCBV174 24.17 0
UCBV174 9.4 1 UCBV290 23.03 0
UCBV279 8.45 1 UCBV314 18.07 p
UCBV267 0 m UCBV267 12.04 q

* As letras representam o agrupamento de acordo com o teste de Scott-Knott (p > 0,05).
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Tabela S2. Bioatividade de 37 extratos organicos contra Corynespora cassiicola.

Ensaio 1 Ensaio 2
Extratos Inibicao Scott-Nnott* Extratos Inibicao Scott-Knott*
micelial (%) micelial (%)
UCBV283 100 a UCBV283 100 a
Fungicida 97.39 a Fungicida 96.26 a
UCBV316 82.97 b UCBV323 84.74 b
UCBV240 78.3 b UCBV265 84.33 b
UCBV323 77.79 b UCBV327 81.18 b
UCBV287a 75.89 c UCBV287a 80.03 b
UCBV327 75.46 c UCBV136 77.28 c
UCBV265 73.78 c UCBV240 75.04 c
UCBV307 69.92 c UCBV316 74.68 c
UCBV329 64.43 d UCBV329 74.46 c
UCBV304 61.99 d UCBV307 69.61 d
UCBV319 61.22 d UCBV325 69.07 d
UCBV136 61.21 d UCBV262 63.41 d
UCBV299 58.14 e UCBV304 59.35 e
UCBV3l15 57.24 e UCBV299 59.12 e
UCBV325 55.88 e UCBV29%4 54.23 e
UCBV310 54.44 e UCBV315 51 f
UCBV262 47 f UCBV310 47.15 f
UCBV318 46.25 f UCBV328 45.27 f
UCBV328 46.24 f UCBV319 44.22 f
UCBV294 44.85 f UCBV274 44.03 f
UCBV314 42.62 f UCBV269 43.08 f
UCBV317 36.51 g UCBV320 42.99 f
UCBV326 36.01 g UCBV267 41.51 f
UCBV292 32.73 g UCBV326 40.88 f
UCBV320 22.4 h UCBV286 38.23 g
UCBV295 16.29 i UCBV292 38.23 g
UCBV269 11.27 i UCBV295 37.89 g
UCBV290 10.74 i UCBV290 36.65 g
UCBV274 8.91 i UCBV318 33.8 h
UCBV324 5.19 j UCBV314 29.22 h
UCBV267 3.67 j UCBV279 22.97 i
UCBV286 0.71 j UCBV260 19.83 i
UCBV302 0.31 ] UCBV174 14.19 j
UCBV174 0 ] UCBV302 6.59 k
UCBV173 0 ] UCBV173 3.24 k
UCBV260 0 ] UCBV324 1 k
UCBV279 0 ] UCBV317 0.75 k

* As letras representam o agrupamento de acordo com o teste de Scott-Knott (p > 0,05).
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Tabela S3. Bioatividade de 37 extratos organicos contra Colletotrichum truncatum.

Ensaio 1 Ensaio 2
Extratos Inibicao micelial Scott-Nnott* Extratos Inibicao micelial Scott-Knott *
(%) (%)

UCBV287 100 a UCBV304 100 a
UCBV283 100 a UCBV283 100 a
UCBV307 100 a UCBV287 100 a
UCBV304 100 a UCBV323 100 a
UCBV327 100 a Fungicida 97.6 a
Fungicida 97.7 a UCBV240 95.7 b
UCBV323 95.8 a UCBV327 95.3 b
UCBV265 86.87 b UCBV265 93.64 b
UCBV310 84.37 b UCBV329 93.12 b
UCBV329 80.63 c UCBV3l16 93.09 b
UCBV3l16 79.96 c UCBV136 86.15 c
UCBV136 78.79 c UCBV307 84.81 c
UCBV260 61.05 d UCBV310 81.12 d
UCBV262 55.8 e UCBV328 77.62 d
UCBV328 55.33 e UCBV325 64.02 e
UCBV286 53.06 e UCBV295 57.84 f
UCBV279 42.49 f UCBV262 56.17 f
UCBV240 41.64 f UCBV290 55.4 f
UCBV290 41.55 f UCBV260 53.59 f
UCBV274 41.44 f UCBV286 53.04 f
UCBV295 34.12 g UCBV326 51.05 f
UCBV325 27.88 h UCBV274 45.39 g
UCBV269 13.92 i UCBV279 43.19 g
UCBV319 12.72 i UCBV29%4 32.75 h
UCBV292 10.06 i UCBV320 31.75 h
UCBV302 3.15 j UCBV315 29.18 i

UCBV326 1.78 j UCBV302 27.96 i

UCBV174 1.01 j UCBV292 26.74 i

UCBV173 0 j UCBV314 22.65 ]

UCBV267 0 j UCBV299 21.86 ]

UCBV320 0 j UCBV324 14.64 k
UCBV324 0 j UCBV318 14.53 k
UCBV318 0 j UCBV317 10.07 1

UCBV315 0 j UCBV269 2.76 m
UCBV299 0 j UCBV173 0 m
UCBV317 0 j UCBV174 0 m
UCBV314 0 j UCBV267 0 m
UCBV29%4 0 ] UCBV319 0 m

* As letras representam o agrupamento de acordo com o teste de Scott-Knott (p > 0,05).
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CAPITULO II: Controle de doengas foliares com extratos organicos de Penicillium spp.

em condicoes de casa de vegetacio
RESUMO

O controle biolégico de doencas da parte aérea das plantas ¢ um desafio, pois depende
da manutencdo de altos niveis populacionais de agentes de biocontrole na filosfera por
periodos de varios dias entre as aplicacdes. Agentes de biocontrole que atuam por antibiose
sdo comumente usados para aplicagdes em parte aérea, gerando a possibilidade do uso direto
de misturas de metabolitos secundarios bioativos em formulag¢des para o controle de doengas.
Neste estudo, foi avaliada a bioatividade de 04 extratos de Penicillium spp., em ensaios de
inibicao, usando diferentes doses, contra Corynespora cassiicola e Colletotrichum truncatum,
patdgenos foliares da soja, e Alternaria linariae, agente causal da pinta preta do tomate.
Posteriormente, os melhores dois extratos foram formulados e avaliados em ensaios em casa
de vegetagdo no controle da pinta preta e mancha-alvo, estes também foram caracterizados
quimicamente dos extratos. Os extratos dos isolados UCBV 283 e 287a de Penicillium
brasilianum inibiram o crescimento micelial dos trés patdgenos em ensaios in vitro, com
valores de CEs, variando entre 3,3 e 7,7 pg/mL. Quando formulados, esses extratos reduziram
significativamente a severidade da pinta preta do tomateiro, sem diferencas claras entre as
doses usadas (2 vs 1 mg/mL). Embora a severidade final da mancha-alvo tenha sido baixa nos
dois ensaios, evidéncias de controle da doenca foram observadas nos tratamentos com os
extratos de P. brasilianum. Nos extratos desses isolados foram identificados 12 metabolitos
secundarios, incluindo 4cido penicilico, brasiliamidas, meroterpenoides e alcaldides. Os
metabolitos detectados em maior abundancia foram dacido penicilico, brasiliamida A e
verruculogen. Esses resultados demonstram que os extratos organicos Penicillium sao bons
candidatos para o desenvolvimento de biofungicidas protetores de origem natural para o

controle de doengas foliares.

Palavras-chave: Biofungicida, Metabolitos secundarios, Mancha-alvo, Pinta preta.
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1. INTRODUCAO

O controle biolégico de doengas de plantas pode ser dividido, em linhas gerais, entre
as doencas causadas por fungos habitantes do solo (como Fusarium, Rhizoctonia e
Macrophomina) ou que possuem uma fase de sobrevivéncia sobre o solo (por exemplo,
Sclerotinia sclerotiorum), € doengas da parte aéreas das plantas. No caso de patdégenos do
solo, o biocontrole ¢ uma realidade no manejo de campo, realizado principalmente com
produtos a base de espécies de fungos do género Trichoderma e bactérias do género Bacillus,
correspondendo a uma tecnologia ja estabelecida. Esses produtos sdo utilizados para
tratamento de sementes, aplicagdo em sulcos de plantio ou em darea total, com o objetivo

principal de reduzir o inoculo na area (Michereff et al., 2005; Lobo Junior et al., 2018).

A parte aérea das plantas se constitui em um ambiente distinto em comparagdo a
rizosfera. O sucesso do biocontrole nesse ambiente depende da colonizagao e da persisténcia
de altas populagdes de agentes de controle biolodgico na filosfera, j& que esses agentes atuam
como protetores sobre a superficie foliar para impedir o estabelecimento de infecgdes por
patdgenos. Nesse ambiente, os agentes de biocontrole devem suportar condi¢des adversas,
como a exposi¢do a radiacdo solar (luz ultravioleta), o excesso de chuvas, as variagdes de
temperatura e a baixa disponibilidade de nutrientes. Esses fatores limitam o uso e a eficiéncia
dos agentes de controle bioldgico no controle de doencas da parte aérea das plantas (Vorholt,
2012; Moreira e May De Mio, 2015; Essiedu et al., 2020). Embora muitos agentes de controle
biologico sejam capazes de colonizar de forma endofitica as plantas, o impacto dessa
colonizagdo no efeito de biocontrole ainda nao estd bem compreendido (Silva et al., 2019;

Tewari et al., 2019).

Boa parte da pesquisa e a maioria dos produtos para o biocontrole de doencas de parte
aérea ¢ baseada no uso de estirpes de Bacillus, conhecidas pela producgdo de lipopeptideos,
metabolitos secundarios de acdo antifingica, além de sobrevivéncia prolongada como
endosporos, que confere aos produtos um bom tempo de prateleira, ¢ um maior periodo
residual nas folhas (Crane et al., 2013; Kgatle et al., 2020). Mesmo aqui, a eficacia dos
produtos bioldgicos a base de caldos de cultivo de Bacillus ¢ varidvel, ja que a adicdo de
pulverizagdes com produtos bioldgicos de Bacillus nem sempre resultam em efeitos
significativos de controle, mesmo quando consorciados ao uso de fungicidas sintéticos (Egel

et al., 2019). Nesses casos, uma opg¢ao vidvel talvez seja a concentragdo dos metabolitos e uso
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de extratos enriquecidos em metabolitos para um controle mais efetivo e consistente das

doengas de parte aérea (Cortés et al., 2014; Silva Junior et al., 2023).

O género Penicillium se encontra na familia Aspergillaceae, ordem Eurotiales, classe
Eurotiomycetes do Filo Ascomycota, e filogeneticamente forma um grupo irmao com os
fungos do género Aspergillus. Com aproximadamente 500 espécies descritas, habitantes dos
mais diversos locais e substratos do planeta, o género Penicillium ¢ filogeneticamente
dividido nos Subgéneros Penicillium e Aspergilloides, sendo o primeiro o mais investigado
em relacdo a producdo de metabolitos bioativos, € 0 grupo que contém os mais comuns
contaminantes de alimentos e alguns produtores de toxinas (Houbraken et al., 2020). Espécies
do Subgénero Aspergilloides sao mais comumente recuperadas do solo, matéria organica
vegetal, como endoéfitos e habitantes do ambiente marinho. Penicilina, compactina, 4cido
micofendlico, e griseofulvina sdo alguns exemplos de metabdlitos de espécies de Penicillium
com aplicacdo direta na medicina. J& a patulina, citrinina e ocratoxina sdo metabdlitos
produzidos por espécies contaminantes de alimentos e classificadas como micotoxinas.
Milhares de outras moléculas, com bioatividades diversas, ja foram isoladas de Penicillium
spp., € andlises gendmicas apontam para uma grande diversidade de moléculas ainda nao

caracterizadas a partir destes fungos (Nielsen et al., 2017).

Alguns membros do Penicillium t€ém um histérico conhecido por sua capacidade de
estimular o crescimento das plantas, promover a resisténcia a doencas em plantas, contribuir
na biorremediacdo, aumentar a absor¢cdo de nutrientes, suprimir os patdgenos através da
atividade antifingica (Waqgas et al., 2015; Damasceno et al., 2019; Rashmi et al., 2019;
Toghueo et al., 2020; Khalil et al., 2021; Rojas et al., 2022). Metabolitos secundadrios como
acido penicilico, griseofulvina, penochalasina K, penochalasina J, quetoglobosina A,
quetoglobosina E, 0 alcaloide de isoquinolona,
5-hidroxi-8-metoxi-4-fenilisoquinolin-1(2H)-ona, 3-O-metilviridicatina, viridicatol e &cido
4-(2'R,4'-dihidroxibutoxi) benzdico produzidos por espécies de Penicillium possuem
atividade antifungica (Huang et al., 2016; Grijseels et al., 2017; Zhu et al., 2017; Toghueo e
Boyom, 2020). Assim, considerando a grande diversidade quimica e as bioatividades
associadas aos metabdlitos produzidos por esses fungos, surge a hipotese de que extratos
organicos enriquecidos com metabolitos bioativos de isolados de Penicillium spp., produzidos

durante o cultivo em meio solido, podem ser usados na composi¢do de formulagdes de
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biofungicidas de origem natural, com efeitos semelhantes aos fungicidas protetores para o

controle de doencas da parte aérea, como a pinta preta do tomate e mancha-alvo de soja.

A pinta preta, uma doenca foliar do tomateiro, ¢ causada principalmente pelos
patogenos necrotroficos A. linariae € A. solani, representando uma preocupacao significativa
devido as perdas de rendimento de at¢ 50% quando nao ¢ adequadamente controlada (Abuley
e Nielsen, 2017; Wolters et al., 2019; Romero et al., 2020). O patdégeno sobrevive por alguns
meses sobre restos culturais e seus conidios necessitam de umidade para germinar. A
reproducdo do patégeno € favorecida sob condigdes de alta umidade e temperaturas entre 24 e
28°C. O curto periodo de incubagdo e laténcia permite varios ciclos de infeccdo durante o
desenvolvimento da cultura (Ganie et al., 2016; Romero et al., 2020). Os sintomas tipicos da
pinta preta manifestam-se em folhas, foliolos e peciolos, sendo estas lesdes necréticas
circulares com anéis concéntricos de cor marrom, além de amarelecimento nas bordas. A
medida que a doenca progride, esta pode levar a desfolha das plantas (Chaerani e Voorrips,
2006; Grigolli et al., 2011; Runno-Paurson et al., 2015; Romero et al., 2020). O controle ¢
feito principalmente mediante aplicacdo de fungicidas multisitios (Mancozebe e Clorotalonil)
e fungicidas sitios especificos (Azoxistrobina, Fluazinam, Ciproconazol e Propiconazol),
devido a facilidade de aplicacdo e efeito imediato no controle das epidemias (Leiminger e
Hausladen, 2012; Runno-Paurson et al., 2015). Contudo, a dependéncia dos defensivos
agricolas e os relatos frequentes de perda de eficicia de fungicidas comerciais mostram a

importancia de outras medidas de controle (Abu-El Samen et al., 2016).

A mancha-alvo da soja, causada pelo fungo necrotrofico C. cassiicola, € considerada a
doenca mais prevalente entre aquelas incluidas no complexo de doengas do final de ciclo de
cultivo. C. cassiicola afeta caules, folhas, vagens e sementes das plantas de soja durante os
estagios intermediarios e tardios do periodo reprodutivo, provocando senescéncia prematura,
além de reduzir a produtividade e a qualidade das sementes (Lopez et al., 2018; Reznikov et
al., 2019; Toulet et al., 2022). O patogeno pode crescer como saprofito ou endofito
inespecifico em alguns hospedeiros (Cai et al., 2006; Promputtha et al., 2007; Dixon et al.,
2009; Déon et al., 2012). Os sintomas tipicos da mancha-alvo em folhas de soja incluem um
bronzeado arroxeado no inicio, seguido por lesdes necrdticas geralmente circulares, que
podem apresentar anéis claros e escuros alternados com um halo verde-amarelado. Essas

lesdes se desenvolvem inicialmente na folhagem superior e, posteriormente, progridem para
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as folhas inferiores, caules e peciolos. As folhas gravemente afetadas caem prematuramente.
As sementes de soja infectadas podem exibir areas irregulares de descoloragdo roxa a rosa,
que variam em tamanho desde pequenas manchas até cobrir a semente inteira (Reznikov et
al., 2019; Molina et al., 2022). A ocorréncia da doenga ¢ mais comum em regides com alta
umidade relativa (>80%) e temperaturas entre 20 e 30°C durante o desenvolvimento das
plantas. O patéogeno sobrevive em restos de soja infectados € em uma ampla variedade de
tecidos vegetais na superficie do solo e nas sementes. O manejo da mancha-alvo ¢ realizado
principalmente através do uso de cultivares resistentes e da aplicacdo de fungicidas. A
aplicacdo de fungicidas visa prevenir a desfolha especialmente antes do estadio reprodutivo
R6 (Ma et al., 2020; Molina et al., 2022). No entanto, devido a excessiva dependéncia de
fungicidas, a perda de eficicia no controle da doenca j& foi relatada (Godoy et al., 2012).

Diante desse cenario, € necessario buscar alternativas de controle.

Dado o potencial dos metabolitos de Penicillium spp. na inibi¢do do crescimento
micelial de Alternaria grandis, Corynespora cassiicola e Colletotrichum truncatum,
determinado em ensaios in vitro no Capitulo 1 desta Tese, este estudo teve como objetivo
avaliar a bioatividade de quatro extratos de Penicillium spp., selecionados na triagem do
capitulo 1, mediante ensaios comparativos de inibi¢do utilizando diferentes doses contra trés
patogenos, para estimar a concentracdo correspondente a metade do efeito méximo (CEsy) na
inibicdo do crescimento. Posteriormente, os dois extratos que apresentaram os melhores
resultados nos testes in vitro foram avaliados, diretamente ou formulados, € em ensaios para o
controle da pinta preta do tomate e da mancha-alvo da soja, realizados em casa de vegetacao.
Além disso, foi realizada uma caracterizagdo quimica preliminar e desreplicacdo dos

metabolitos secundarios produzidos pelos melhores isolados.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Isolados dos fungos

Alternaria linariae As248 foi fornecido pelo Laboratério de Biologia de populagdes
(Biopop) do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa (DFP-UFV) e
foi isolado do campo de batata no municipio de Conselheiro Lafaiete, no estado de Minas

Gerais-Brasil, em 2005. Colletotrichum truncatum UCBV 259 foi isolado de folhas da soja
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com lesdes caracteristicas de antracnose coletadas de lavouras comerciais no municipio de
Trés Passos, no estado de Rio Grande do Sul-Brasil, em 2022. Enquanto o isolado UCBV 332

de Corynespora cassiicola foi cedido pela empresa Vale Ouro Biotec.
2.2. Isolados de Penicillium spp.

Os testes de inibicdo para estimar concentragdo correspondente a metade do efeito
maximo (ECs)) foram feitos com extratos de quatro isolados Penicillium spp. (Tabela 01),
previamente selecionados por sua capacidade de inibigdo micelial dos fungos fitopatogénicos
A. grandis, C. truncatum e C. cassiicola (Capitulo 1). Os isolados se encontram preservados
na cole¢do de microrganismos da unidade de controle biologico de Vigosa (UCBV), do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigcosa DFV-Brasil. Os fungos
fitopatogénicos foram reativados em meio de cultura batata dextrose agar (BDA) no

laboratério da Unidade de Controle Biologico do Departamento de Fitopatologia da UFV.

Tabela 01. Isolados de Penicillium spp. avaliados para estimar a concentragdo correspondente
a metade do efeito maximo contra os isolados As248 de A. linariae, UCBV 259 de C.
truncatum ¢ UCBV 332 de C. cassiicola.

Cédigo UCBV  Outro codigo Espécie Substrato Localidade
UCBYV 283 CML2691 P, brasilianum Melia azedarach, endofito  Sao Carlos, SP
UCBYV 287a P. brasilianum Contaminante Vigosa, MG

Parque Estadual Carlos Botelho,
UCBV 304 CML3011 Penicillium sp.2 Solo, Mata Atlantica Sao Miguel Arcanjo, SP
Esclerodio de Sclerotinia

UCBV 323 PO1 P citrinum sclerotiorum Vigosa, MG

2.3. Extracao de metabélitos

Os isolados de Penicillium spp. foram cultivados em extrato de malte dgar durante
cinco dias no escuro a 25 °C. Em uma camara de fluxo laminar, trés discos de meio de cultivo
contendo micélio e conidios foram transferidos para um tubo de Eppendorf de 1,5 mL,
contendo 1 mL de dgua destilada estéril com Tween 80 (0,05%). O conteudo do tubo (1 mL

de suspensdo de conidios) foi transferido para béquer de plastico de 2 L contendo 100 g de
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arroz parboilizado autoclavado (60 mL de agua destilada estéril/100g de arroz); o béquer foi
coberto com pléstico e acondicionado em temperatura ambiente, em torno de 25 °C, por sete
dias. Depois, o plastico foi trocado por papel de filtro e o arroz colonizado deixado por mais

tr€s dias em temperatura ambiente para secagem.

A extracao dos metabdlitos foi etandlica a partir de 100 g de arroz. A cada béquer com
arroz colonizado com o fungo foram adicionados 60 mL de etanol (99,5%), seguido de
agitacdo por 1 hora, a 180 rpm e 25 °C. O material foi filtrado em tecido voil e transferido
para tubos Falcon de 50 ml para centrifugacdo a 3000 rpm/5 minutos - velocidade 7
(Centrifuga Excelsa II, modelo 206 BL); o sobrenadante foi transferido para um erlenmeyer.
O processo de extracdo foi repetido e os sobrenadantes combinados. Os extratos foram

concentrados em um evaporador rotativo a 40 °C. O material concentrado foi liofilizado.

Os extratos liofilizados foram submetidos a uma nova extragdo com uma mistura de
MeOH:AcOEt (2:1) e acido formico 1% em um banho ultrassonico por 30 min, seguido de
centrifugacao a 10.000 rpm, durante 10 min (Centrifuga 5424 eppendorf, modelo 205N). O

solvente foi evaporado como descrito acima.

2.4. Estimativa da concentracdo correspondente a metade do efeito maximo

(CEs)

Este experimento foi realizado com o objetivo de estimar a concentracao de extrato
organico necessaria para induzir a redugdo do crescimento micelial de trés fitopatogenos em
50% (CEsy). Os extratos dos quatro isolados de Penicillium foram inicialmente testados e
comparados contra C. tfruncatum, em ensaios de inibi¢do do crescimento micelial em placas
de Petri. Posteriormente, os extratos de P brasilianum UCBV 283 ¢ UCBV 287a foram
testados com A. linariae e C. cassiicola. Esses ultimos testes foram realizados tanto em placas
de Petri, para avaliar a inibi¢do do crescimento micelial, quanto em microplacas de ELISA,

para avaliar o efeito na germinagao de conidios e no crescimento micelial.

Para os ensaios de inibi¢ao do crescimento micelial em placas de Petri, os extratos
obtidos foram dissolvidos em metanol a uma concentracao de 320 mg/mL para obten¢do da
solugdo estoque inicial. Em seguida, foram feitas diluicdes dos extratos em meio BDA com
cloranfenicol (0,01%) para obter as concentragdes finais de 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,063,

0,031 ¢ 0 mg/mL. Os tratamentos foram aplicados em trés placas de Petri de 60 mm de
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diametro cada. O indculo dos fungos fitopatogénicos foi produzido pelo cultivo destes em
BDA por 5 dias a 25 °C, com fotoperiodo de 12 horas, na incubadora tipo B.O.D. No centro
de cada placa, foi colocado um disco de meio de cultivo contendo micélio dos fungos
fitopatogenos. As placas foram mantidas na camara de incubagdo a 25 °C, com fotoperiodo
de 12 horas, por sete dias. A inoculagdo dos patdogeno no meio BDA puro foi usada como

controle. Os diametros das colonias foram avaliados com auxilio de um paquimetro digital.

Para os ensaios de sensibilidade em microplacas de ELISA, o in6culo de 4. linariae
foi produzido em meio BDA, incubado por 7 dias a 25 °C com 12 horas de luz em uma
incubadora do tipo B.O.D. Apos esse periodo, o micélio foi raspado das placas utilizando
uma al¢a Drigalski. Em seguida, as placas foram colocadas em uma camara escura a
temperatura ambiente no laboratério por 2 dias. Os conidios foram coletados e suspendidos
em meio Czapek-Dox + tween 80 (0,05%) e sendo a concentragdo ajustada para de 1 x 10*
conidios/mL. A producao de conidios de C. cassiicola foi realizada em meio dgar com extrato
de folhas de soja, adaptado de Zhao et al. (2022) e Fischer et al. (2022). As placas com o
in6culo foram incubadas a 28 °C, com um fotoperiodo de 12 horas. Apés de 13 dias, os
conidios foram coletados e suspendidos em meio Czapek-Dox + tween 80 (0,05%), ajustando

a suspensdo para uma concentra¢do de 6 x 10* conidios/mL.

A partir de solugdes estoque dos extratos em metanol (320 mg/mL), foram feitas
diluigdes em meio liquido Czapek-Dox para se obter concentragdes finais de 8, 4, 2, 1, 0,5,
0,25, 0,125, 0,063, 0,031 e 0 mg/mL. Os pogos nas placas de microtitulacdo receberam 50 pL.
dos extratos mais 50 pL da suspensao de conidios de A. linariae ou C. cassiicola em meio
liquido Czapek-Dox, totalizando 100 puL por pogo. As placas foram incubadas a 25 °C, com
fotoperiodo de 12 horas. O desenvolvimento dos fungos foi avaliado medindo-se a
absorbancia de cada pogo a 630 nm, apés 144 horas, usando um espectrofotometro de
microplacas (Loccus-LMR-96-8). O meio liquido Czapek Dox, sem adi¢do de extratos, foi

usado como controle.

A sensibilidade de C. cassiicola, A. linariae e C. truncatum aos extratos organicos foi
avaliada estimando-se a concentragdo efetiva capaz inibir 50% do crescimento do patdégeno
(CEsy) para cada extrato com os dados de diametro da colonia e de absorbancia. Os dados
dose-resposta foram ajustados a um modelo log-logistico de quatro parametros (LL2.4),

selecionado com base no menor valor do Critério de Informacao de Akaike (AIC), utilizando
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a funcao mselect(). As estimativas de CEs, foram obtidas utilizando a fun¢ao 'ED()' do pacote

de software drc do R (Ritz et al., 2015).
2.5. Controle de pinta preta do tomate (Micro-tom) em casa de vegetaciao

Os experimentos, realizados na casa de vegetacdo da Unidade de Ensino, Pesquisa e
Extensdo (UEPE) - Viveiro do Café/UFV, foram montados com o objetivo de avaliar o efeito
dos extratos UCBV 283 e UCBV 287 de P. brasilianum no controle da pinta preta em plantas
de tomate cultivar Micro-Tom. Dois ensaios foram conduzidos em paralelo entre outubro e
novembro de 2023, com os tratamentos descritos na Tabela 2. Os tratamentos foram
distribuidos em um delineamento experimental inteiramente casualizado, com 10 repeticdes
por tratamento. As sementes de Micro-Tom foram pré-germinadas em bandejas e, apos 20
dias, transferidas para vasos de 1 L contendo substrato (solo e esterco bovino na propor¢ao

3:1).

Foram realizadas duas aplicagdes dos extratos, a primeira aplicagcdo foi preventiva 30
dias apos o transplantio das mudas de tomate nos vasos e a segunda 10 dias apos a primeira
aplicacdo dos extratos. O indculo de A. linariae As248P foi produzido como descrito no item
2.4 e usado na concentragio de 1x10* conidios/mL em agua destilada + tween 80 (0,05%). As
plantas de tomate foram inoculadas com 48h apods da primeira aplicacdo dos extratos. As
plantas foram mantidas em camara umida, proéxima a saturagdo, por 48 horas na propria casa
de vegetagdo, utilizando-se umidificadores de ar portateis. A severidade da pinta preta nas
plantas de tomate foi avaliada trés dias apds a inoculagdo do patdgeno e posteriormente a
cada trés dias, até 12 dias apds a inoculacao (D.A.I), utilizando uma escala diagramatica (Boff

etal. 1991) (Figura 1).

Tabela 02. Tratamentos usados no ensaio de controle da pinta preta com extratos

concentrados de Penicillium spp., na casa de vegetacao.

Tratamentos Descricao
TO Controle, 4gua destilada + tween 80 (0.05%)
T1 UCBYV 283 doses 2 mg/mL
T2 UCBYV 283 doses 5 mg/mL
T3 UCBYV 287a doses 2 mg/mL

T4 UCBV 287a doses 5 mg/mL
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TS Clorotalonil (Daconil-BR®, IHARA) doses 2 mg/mL

Um segundo experimento foi realizado entre novembro e dezembro de 2023, com o
objetivo de avaliar o efeito dos extratos UCBV 283 e UCBV 287 formulados no controle de
pinta preta com plantas de tomate cultivar Micro-tom. Os extratos foram formulados
utilizando os componentes e as concentracdes estabelecidas por Leite (2023), resultando em
um volume de 10 mL de produto formulado. Também foi incluido um tratamento com o
produto formulado contendo metabolitos secundérios do isolado de Clonostachys chloroleuca
UCBYV 07, utilizado por Leite (2023). Os tratamentos avaliados descritos na Tabela 3 e foram
distribuidos no delineamento experimental inteiramente casualizado, com 10 repeti¢cdes por
tratamento. A metodologia de condugdo das plantas, aplicacdo dos extratos e inocula¢do do
patdgeno foi a mesma do primeiro experimento. As avaliagdes da severidade da pinta preta do
tomateiro em plantas Micro-Tom foram iniciadas trés dias ap6s a inoculagdo do patdégeno e
continuaram em intervalos de quatro dias, utilizando-se uma escala diagramatica (Boff et al.,

1991), até 19 dias ap6s a inoculagdo (Figura 1).

Com os valores da severidade final foram obtidos a homocedasticidade e distribuicao
normal dos residuos. Os dados foram modelados utilizando um modelo linear em que os
tratamentos foram utilizados como variaveis independentes. O teste de Tukey através da
funcao cld() do pacote multcomp R (Hothorn et al., 2008) foi usado para as comparagdes das
médias. As analises foram realizadas para cada ensaio separadamente. A eficdcia do controle
foi calculada usando os valores finais da severidade de cada tratamento. A eficicia do
controle (C, percentual de controle da severidade da doenca em comparacdo ao tratamento
controle) foi calculada usando a Equagao (1), onde X, € X.onro fOrnece a severidade média
dos tratamentos (UCBV 283, UCBV 287a, UCBV 07 e fungicida) e controle (ndo tratado),

respectivamente (da Silva et al., 2021):

C - {1 -exp[ln(Xtreat) - |n(xContro|)]}*100 (1 )
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Tabela 03. Tratamentos usados no ensaio de controle da pinta preta com extratos

concentrados formulados de Penicillium spp. na casa de vegetagao.

Tratamentos Descricao
TO Controle, Agua destilada + tween 80 (0.05%)
T1 UCBYV 283 doses 2 mg/Ml
T2 UCBYV 283 doses 1 mg/mL
T3 UCBYV 287a doses 2 mg/mL
T4 UCBYV 287a doses 1 mg/mL
T5 UCBYV 07 (Clonostachys chloroleuca) doses 7,5 mg/mL
T6 Clorotalonil (Daconil-BR®, IHARA) doses 2 mg/mL

:2'/.

tomateiro (Boff et al. 1991).

2.6. Controle da mancha-alvo da soja na casa de vegetacao

;; 4% f/\’/;jlﬁz @
8% 32%

Figura 1. Escalas para avalia¢do de severidade da pinta preta (A/ternaria solani) em

Com o objetivo de avaliar o efeito dos extratos UCBV 283 E UCBV 287a no controle

da mancha-alvo da soja foram montados dois ensaios e conduzidos paralelamente no periodo

de novembro-dezembro de 2023, com plantas de soja cultivar 7363. Os ensaios foram feitos

na casa de vegetacdo da Unidade de Ensino Pesquisa e Extensdo (UEPE) - Viveiro do

Café/UFV. Os tratamentos, detalhados na Tabela 4, foram distribuidos em um delineamento
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experimental inteiramente casualizado, com 10 repeti¢des por tratamento. As sementes de
soja foram semeadas em vasos de 2 litros contendo substrato (solo e esterco bovino na

propor¢ao 3:1).

Os extratos foram formulados utilizando os componentes e as concentracdes
estabelecidas por Leite (2023), resultando em um volume final concentrado de 10 mL. Os
tratamentos foram aplicados por meio de pulverizacdao das plantas da soja no estadio V3 (24

dias apos a semeadura).

Tabela 04. Tratamentos usados no ensaio de controle da mancha-alvo de soja com extratos

concentrados e formulados de Penicillium spp. na casa de vegetacao.

Tratamentos Descricio
TO Controle, Agua destilada + tween 80 (0.05%)
Tl UCBYV 283 doses 1 mg/mL
T2 UCBYV 283 doses 0,5 mg/mL
T3 UCBYV 287a doses 1 mg/mL
T4 UCBYV 287a doses 0,5 mg/mL
TS UCBV 07 (Clonostachys chloroleuca) doce de 5 mg/mL
T6 Fungicida (Mancozebe) dose de 2 mg/mL

A producdo de inoculo do isolado UCBV 332 de C. cassiicola foi realizada como
descrito no item 2.4. A concentragdo da suspensdo de conidios foi ajustada para 1,0 x 10°
conidios/mL em &gua contendo 0.,05% de Tween 80. A inoculagdo do patdgeno foi feita por
meio de pulveriza¢do. Apos a inoculacdo, as plantas foram mantidas em camara timida até o

final do experimento, com o auxilio de umidificadores de ar.

A avaliacao da severidade foi iniciada 5 D.A.L. e continuada com intervalos de 4 dias
até 21 D.A.L, usando a escala diagramatica desenvolvida por Soares et al. (2009) (Figura 2).
Com os dados de severidade final da mancha-alvo foram feitas as analises estatisticas. A
homogeneidade das variancias foi testada pelo teste de Levene e a distribuicdo normal de
residuos foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk. A ANOVA foi feita por meio da fungao aov()
e as médias da severidade final obtidas para cada tratamento foram comparadas pelo teste de

Tukey no nivel p < 0,05 por meio da fungdo cld() com auxilio dos pacotes multcomp e “R



58

emmeans” (Lenth et al., 2022) no R versdo 4.3.2 (R Core Team, 2023). A eficacia do controle
foi calculada usando a equagdo (1) com os valores finais da severidade de cada tratamento,

como descrito no item 2.5.
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Figura 2. Escala diagramatica para avaliacdo da severidade da mancha alvo da soja
(Soares et al., 2009).

2.7. Analise de metabolitos

Os extratos organicos dos isolados UCBV 283 e 287a foram obtidos e analisados por
LC-MS de acordo com os procedimentos descritos no item 2.6 do capitulo 1 desta tese. Os
cromatogramas, gerados em duplicatas, foram processados no programa DataAnalysis 4.2
(Bruker Daltonics) utilizando a funcdo AutoMS, que detecta automaticamente as substancias
com base na identificacdo dos ions precursores detectados em MSI1 (i.e. moléculas mono
[M+H]" e diprotonadas [M+2H]", bem como adutos de sodio [M+Na]" e moléculas
desidratadas e protonadas [M-H,O+H]") e seus respectivos produtos de fragmentagdo obtidos
em MS2. A lista de moléculas identificadas foi restrita aos 100 picos mais intensos
identificados entre 2 e 12 minutos de analise. Os resultados obtidos foram exportados para
uma planilha e os dados de [M+H]" foram usados para buscas em um banco de dados de 2550
metabolitos de Penicillium, depositados no portal Natural Product Atlas 2.0 (van Santen et al.,
2022). As substancias anotadas foram comparadas com aquelas ja descritas em Penicillium
brasilianum (Bazioli et al., 2017) e, quando possivel, o perfil de fragmentacdo obtido em

MS2 também foi comparado com a literatura (e.g. Fill et al., 2010).
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3. RESULTADOS
3.1. Teste de sensibilidade para estimar CEs,

Os resultados dos testes com os extratos UCBV 283 e UCBV 287a de P. brasilianum,
UCBYV 323 de P, citrinum ¢ UCBV 304 de Penicillium sp.2 contra C. truncatum, realizados
em placas de Petri (Figura 3), mostraram valores de CEs, entre 4,17 e 7,71 pg/mL. Os
menores valores absolutos de CE5, foram obtidos com os extratos dos isolados UCBV 283 ¢
UCBV 287a de P. brasilianum. Ja os resultados dos testes com os extratos UCBV 283 e
UCBYV 287 de P. brasilianum contra A. linariae e C. cassiicola, realizados tanto em placas de
Petri quanto em microplacas de ELISA (Figura 4), mostraram que os valores de CEs, dos dois
extratos foram semelhantes aos observados para C. truncatum. Nos ensaios de sensibilidade
em placas de Petri, os valores estimados de CEs, foram consistentemente menores, atingindo
3,3 ug/mL no teste contra A. linariae. Estes resultados mostram o efeito fungicida, em baixas

doses, dos extratos UCBV 283 e 287a de P. brasilianum contra os trés patogenos.

C. truncatum
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Figura 3. Resultados dos ensaios de sensibilidade mostrando os valores da estimativa da
metade da dose efetiva maxima (CEs,) capaz de inibir o crescimento micelial de C. truncatum
pelos 4 extratos organicos de Penicillium spp. em placas de Petri. As barras representam o

intervalo de confianga.
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Figura 4. Resultados dos ensaios de sensibilidade mostrando os valores da estimativa da
metade da dose efetiva maxima (ECs) dos extratos organicos UCBV 283 e UCBV 287a de P,
brasilianum na inibi¢do do crescimento micelial de A. linariae e C. cassiicola, tanto em
placas de Petri quanto em microplacas de ELISA. As barras representam o intervalo de

confianga.

3.2. Controle de pinta preta do tomate (Micro-tom) em condicoes da casa de

vegetacio

Nos ensaios para o controle da pinta preta, a severidade nas plantas tratadas com os
extratos UCBV 283 e UCBV 287a aplicados sem formular variou significativamente entre as
doses (p < 0,05). O tratamento preventivo de plantas de tomate (Micro-tom) com o extrato
UCBYV 283, na dose de 5 mg/mL, no primeiro ensaio, resultou em uma redugao significativa
da severidade final da doenga (19,44%). Por outro lado, os valores de severidade da doenga
nas plantas tratadas com a dose de 2 mg/mL do extrato UCBV 283, e com duas doses do
extrato UCBV 287a (2 ¢ 5 mg/mL), ndo apresentaram diferencas significativas entre si
(27,88%, 24,02% e 24.31%, respectivamente). Além disso, a severidade final da doenca nas
plantas tratadas com o extrato UCBV 283 na dose de 2 mg/mL ndo apresentou diferengas em
relacdo ao controle (Figura 5 e Figura S1). No segundo ensaio, o0 menor valor de severidade
final da doenca foi alcancado com a aplicacdo do extrato UCBV 283 a 5 mg/mL (11,63%),
mas sem diferengas significativas em relagdo as duas doses do extrato UCBV 287a (14,15% e
17,10%). No entanto, a severidade da doenga no tratamento com o extrato UCBV 283 a 2

mg/mL (21%) ndo apresentou diferengas significativas em comparagdo com o controle.
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O tratamento preventivo com o fungicida Clorotalonil resultou no controle total da
doencga, com valores médios de severidade variando entre 0,3% e 1,7% nas plantas avaliadas
em ambos os ensaios (Figura 5). Em contraste, os valores médios de severidade final nas
plantas controle (ndo tratadas) foram de 31,44% no primeiro ensaio e 24,60% no segundo
ensaio. No experimento, o tratamento preventivo de plantas de tomate (Micro-Tom) com o
extrato UCBV 283 a 5 mg/mL, sem formulagao, reduziu a severidade da doenga em 38,15% a

52,71% em relagado ao controle (ndo tratadas).

Ensaio 1 Ensaio 2

504 504

~
=}

40

Extrato
304 Controle
ab <4 Fungicida

cbv283
201 abc * u
C ucbv287a

Severidade (%)
——
Q
o
o
o
Severidade (%)
[V

N

)
——
[¢]

‘d

Omg/mL  2mg/mL  5mg/mL 2mg/mL 5mg/mL 2mg/mL Omg/mL  2mg/mL  5mg/mL 2mg/mL 5mg/mL 2mg/mL
Doses Doses

Figura 5. Severidade final da pinta preta do tomateiro cv. Micro-tom aos 12 dias apds a
exposi¢do ao patogeno, em dois ensaios independentes. As barras representam o intervalo de
confianga. Controle: Agua; Fungicida: Clorotalonil; UCBV 283 ¢ UCBV 287a: extratos sem

formular de P. brasilianum.

No ensaio com extratos formulados, as doses dos extratos UCBV 283 ¢ UCBV 287a
foram reduzidas para 2 mg/mL e 1 mg/mL. O extrato UCBV 07 (Clonostachys chloroleuca)
também foi avaliado a 7,5 mg/mL (Leite, 2023). O tratamento preventivo de plantas de
tomate (Micro-Tom) com os extratos organicos formulados UCBV 283 e UCBV 287a
demonstrou um melhor efeito na reducdo da severidade final da pinta preta do tomate, como
ilustrado na Figura 6, em comparacdo com a aplicagdo dos extratos ndo formulados. Embora
os valores médios de severidade final tenham sido de 5,41% a 5,97% a uma dose de 2 mg/mL
e de 8,02% a 8,50% a uma dose de 1 mg/mL para UCBV 283 e UCB V287a,

respectivamente, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre eles. O
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tratamento preventivo com o extrato UCBV 07 demonstrou eficicia na reducdo da severidade
final da pinta preta, de maneira comparavel as aplicagdes dos extratos UCBV 283 e UCBV
287a a uma dose de 1 mg/mL. Nesse tratamento, observou-se um valor médio de severidade
de 11,50% nas plantas avaliadas. O tratamento preventivo com o fungicida Clorotalonil
resultou em controle total da doenca, atingindo um valor médio de severidade de 0,33% nas
plantas avaliadas (Figura 7 e Figura S2). Em contraste, as plantas controle (ndo tratadas)
apresentaram um valor médio de severidade final de 25,46%. Neste experimento, o
tratamento preventivo das plantas de tomate cultivar Micro-Tom com a dose de 2 mg/mL dos
extratos UCBV 283 ¢ UCBV 287a formulados resultou em uma redu¢ao na severidade de

78,75% e 77%, respectivamente, em comparacao com o controle (ndo tratado).
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Figura 6. Severidade final da pinta preta do tomateiro cv. Micro-tom aos 19 dias apds a
exposi¢do ao patdgeno. As barras representam o intervalo de confianga. Controle: Agua;
Fungicida: Clorotalonil; UCBV 07: extrato formulado de C. chloroleuca; UCBV 283 e
UCBYV 287a: extratos formulados de P. brasilianum.
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Controle UCBVv283 uUCBv283 UCBV287a UCBV287a UCBVO7 Fungicida
0 mg/mL 2 mg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL 1mg/mL 7,5 mg/mL 2 mg/mL

Figura 7. Imagem das plantas de tomate cv. Micro-tom no final do ensaio de controle de pinta
preta com extratos organicos em casa de vegetagdo. Controle: Agua; Fungicida: Clorotalonil;
UCBV 07: extrato formulado de C. chloroleuca;, UCBV 283 e UCBV 287a: extratos

formulados de P. brasilianum.

3.3. Controle da mancha-alvo de soja em condi¢cdes da casa de vegetaciao

Nos ensaios para o controle da mancha-alvo, a severidade final nas plantas tratadas
com os extratos organicos UCBV 283 e UCBV 287a formulados ndo apresentou variagao
significativa entre as duas execugdes do ensaio (p > 0,05). No primeiro ensaio, o tratamento
preventivo das plantas de soja com o extrato UCBV 283 a 0,5 mg/mL resultou em uma
reducdo significativa da severidade final da doenca (4,70%), semelhante aos resultados
obtidos com os extratos UCBV 283 e UCBV 287a a 1 mg/mL (5,52% e 6,85%,
respectivamente). Entretanto, a severidade da mancha-alvo nas plantas de soja tratadas com o
extrato UCBV 287a a 0,5 mg/mL (8,05%) variou significativamente apenas em relagdo ao
extrato UCBV 283 a 0,5 mg/mL (Figura 8). No segundo ensaio, observou-se que o menor
valor de severidade da mancha-alvo nas plantas de soja foi alcangado com a aplicagcdo do
extrato UCBV 287a a 1 mg/mL (4,87%). Nao houve diferencas significativas com a dose de
0,5 mg/mL (6,66%) nem com as duas doses do extrato UCBV 283 (6,55% e 7,59%). O
tratamento preventivo com o extrato UCBV 07 teve um efeito na reducdo da severidade final
da mancha-alvo semelhante ao observado com a aplicacdo de ambas as doses dos extratos de

P, brasilianum em ambos 0s ensaios.

O tratamento preventivo das plantas de soja com o fungicida Mancozebe resultou em
controle total da doenga, com valores médios de severidade final entre 0,48% e 0,29% em
ambos os ensaios (Figura 8). No primeiro ensaio, o tratamento com o extrato UCBV 283 a 0,5

mg/mL apresentou uma eficicia de controle de 63%. No segundo ensaio, os melhores valores
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de eficacia de controle foram observados com os extratos UCBV 287a a 1 mg/mL (57%) e
com o extrato UCBV 07 de C. chloroleuca (66%). Em ambos os ensaios, a eficicia de

controle do fungicida Mancozebe foi superior a 96%.

Nas condigdes do experimento, mesmo mantendo as plantas em camara tmida, o
progresso da doenga foi reduzido, e a severidade final aos 21 dias foi baixa, com o tratamento
controle apresentando médias de 12,84% e 11,42% nos ensaios 1 e 2, respectivamente, sem
expansdo significativa das lesdes. Apesar disso, observou-se uma redu¢do significativa na

severidade final média nos tratamentos com os extratos testados (Figura 9 e Figura S3).
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Figura 8. Severidade final da mancha-alvo da soja aos 21 dias apds a inoculacao do patégeno.
As barras representam o intervalo de confianga. Controle: Agua; Fungicida: Clorotalonil;
UCBV 07: extrato formulado de C. chloroleuca; UCBV 283 e UCBV 287a: extratos

formulados de P. brasilianum.

Control UCBV283 ucBv283 UCBV287a UCBV287a UCBVo07 Fungicida
0 mg/mL 1 mg/mL 0,5 mg/mL 1 mg/mL 0,5 mg/mL 5 mg/mL 2 mg/mL

Figura 9. Imagem das folhas de soja no final do ensaio de controle da mancha-alvo com
extratos organicos em casa de vegetacdo. Controle: Agua; Fungicida: Clorotalonil; UCBV 07:
extrato formulado de C. chloroleuca; UCBV 283 ¢ UCBV 287a: extratos formulados de P

brasilianum.
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3.4. Analise quimica dos extratos

A investigacdo dos cromatogramas de LC-MS dos isolados UCBV 283 e 287a com os
dados das massas protonadas [M+H]" das substancias detectadas permitiu a anotagdo de 12
metabolitos secundarios, 11 deles ja descritos para Penicillium brasilianum (Bazioli et al.,
2017). Um pico muito intenso, nos dois cromatogramas, no tempo de retencao (RT) de 2.3
min., foi identificado como correspondente ao acido penicilico ((M+H]™ = 171.06). Quatro
picos foram anotados como bifenilpropandides do grupo das brasiliamidas: E (RT = 4.6 min.,
[M+H]" = 383.19), A (RT = 7.4 min., [M+H]" =439.17), Be C (RT =7.3 ¢ 7.6 min., [M+H]"
=423.18) (Figura 10).

Cinco substancias detectadas entre 7.8 e 8.3 min. foram anotadas como
meroterpendides do grupo biossintético da austina, especificamente: acetoxidehidroaustina
(RT = 7.8 min, [M+H]" = 557.19), dehidroaustina (RT = 7.8 min, [M+H]" = 499.19),
penicianstinoide C (RT = 7.9 min, [M+H]" = 443.20), Brasilianoid L (RT = 8.1 min, [M+H]"
= 427.20) ¢ austineol (RT = 8.3 min, [M+H]" = 415.20). Destas, somente penicianstinoide C
ainda nao teve sua producao por P. brasilianum confirmada, tendo sido descrita a partir de um
isolado ndo identificado de Penicillium (Bai et al., 2021). Dois alcaloides do grupo das
fumitremorginas, 24/26-hidroxiverruculogen e verruculogen, foram detectados aos 7.5 € 8.5

min (Figura 10).

Na comparagdo visual entre os cromatogramas, exibidos na mesma escala, pode se
verificar que o extrato do isolado UCBV 283 parece ser mais concentrado em metabolitos
secundarios do que o extrato de UCBV 287a. Este resultado se correlaciona a maior
bioatividade do primeiro extrato em todos os ensaios de inibicdo do crescimento de
patdgenos, embora as massas dos extratos ndo tenham sido padronizadas antes das analises
por LC-MS. Em uma andlise semiquantitativa, os trés metabodlitos detectados em maior
abundancia nos cromatogramas de ambos isolados foram &cido penicilico, brasiliamida A e

verruculogen (Figura 10).
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UCBYV 283

UCBV 287 UCB_119_1-11_01_22764.d

1 2 3 p1 5 6 7 8 9 10 11
Time [min]
Metabolitos anotados:

1 - Acido penicilico

7 - Acetoxidehidroaustina
2 - Brasiliamida E

8 - Deidroaustina

3 - Brasiliamida B ou C 9 - Peniciaustinoid C
4 - Brasiliamida A 10 - Brasilianoid L
5 - Hidroxiverruculogen 11 - Austineol

6 - Brasiliamida B ou C 12 - Verruculogen

Figura 10. Cromatogramas gerados pela andlise de LC-MS dos extratos orginicos dos
isolados de P. brasilianum UCBYV 283 e 287 cultivados em arroz. Os picos correspondentes
aos metabolitos conhecidos que foram anotados estdo coloridos € numerados de acordo com a

identificacdo atribuida.

4. DISCUSSAO

Neste capitulo, a bioatividade dos extratos UCBV 283 e¢ UCBV 287a de P
brasilianum, UCBV 323 de P. citrinum ¢ UCBV 304 de Penicillium sp.2, aplicados em
diferentes doses, foi comparada em ensaios de inibi¢do do crescimento micelial contra C.
truncatum, em placas de Petri. Posteriormente, os extratos UCBV 283 e UCBV 287a de P.
brasilianum foram testados contra A. linariae e C. cassiicola, em ensaios realizados tanto em
placas de Petri para avaliar a inibicdo do crescimento micelial, quanto em microplacas de
ELISA, para avaliar o efeito em tanto na germinacdo de conidios quanto no crescimento
micelial. Ambos os testes foram realizados com o objetivo de estimar a metade da dose
efetiva maxima (ECs,) para inibir o crescimento micelial pelos extratos, como uma forma de

se ter uma ideia da poténcia fungicida dos extratos, ja que estes haviam sido testados apenas
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em uma alta dose (10 mg/mL) durante a triagem conduzida no Capitulo 1 desta Tese.
Posteriormente, os extratos UCBV 283 e UCBV 287a de P. brasilianum que apresentaram os
melhores resultados nos testes in vitro, foram formulados e avaliados em ensaios de controle
da pinta preta do tomate e da mancha-alvo da soja em casa de vegetagdo. Finalmente, foi feita
a andlise quimica dos dois extratos para fazer as anotacdes de substincias detectadas nos

cromatogramas de LC-MS.

Os resultados obtidos nos ensaios em placa de Petri indicam que os extratos de P
brasilianum UCBV 283 e UCBV 287a apresentaram os menores valores absolutos de ECs,
sugerindo que esses extratos foram os mais eficazes em inibir o crescimento de C. truncatum
entre os testados, sendo estes valores baixos quando comparados, por exemplo, com a ECy, de

extratos contendo lipopeptideos de Bacillus (entre 45 e 75 png/mL) (Silva Junior et al., 2023).

Os resultados dos ensaios de inibicdo em placas de Petri e em microplacas mostraram
que os valores de ECs, dos extratos UCBV 283 ¢ UCBV 287a de P. brasilianum contra A.
linariae ¢ C. cassiicola foram semelhantes aos observados na inibi¢ao de C. truncatum, e
comparaveis com a ECy, de extratos de UCBV 07 de C. chloroleuca estimado por Leite
(2023). A consisténcia dos resultados, tanto nos ensaios realizados em placas de Petri quanto
nas microplacas, indica que os extratos mantiveram sua eficacia fungicida independentemente
do método de avaliagdo utilizado e que tais métodos fornecem resultados coerentes. A
amplitude do efeito fungicida dos extratos UCBV 283 e UCBV 287a de P. brasilianum,
observado contra os trés patdogenos testados, indicam o potencial dos extratos de P

brasilianum como fungicidas de amplo espectro eficazes em baixas doses.

Nos ensaios de controle da pinta preta com extratos nao formulados de UCBV 283 ¢
UCBV 287a, a variagdo na eficacia do controle foi influenciada pelos extratos e doses. A
aplicag¢do do extrato organico UCBV 283 na concentra¢do de 5 mg/mL apresentou eficacia de
controle da pinta preta entre 38,15% (primeiro ensaio) ¢ 52,71% (segundo ensaio). As duas
doses do extrato UCBV 287a ndo apresentaram efeito marcante na redugdo da severidade. A
despeito do efeito protetor do extrato UCBV 283 a 5 mg/mL, as aplicacdes de ambos os

extratos nesta dose induziram a sintomas de fitotoxicidade nas plantas (dados ndo mostrados).

No segundo experimento, que consistiu em um unico ensaio de controle da pinta preta

com extratos organicos formulados, foram utilizados os mesmos componentes empregados
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por Leite (2023) para formular o extrato UCBV 07 de C. chloroleuca, mas com concentragdes
menores de extrato (1 e 2 mg/mL). As doses avaliadas foram definidas a partir de ensaios
preliminares de fitotoxicidade com os extratos organicos formulados (dados ndo mostrados).
Observou-se um melhor efeito na redugdo da severidade final da pinta preta em tomate, em
comparacdo com a aplicagdo dos extratos ndao formulados. Ambos os extratos de P
brasilianum apresentaram efeitos significativos na redug¢do da severidade, sendo estes
independentes das doses usadas. Os resultados sugerem que a formulacdo manteve a
estabilidade dos metabolitos secundarios dos extratos avaliados (Leite, 2023). No geral, a
eficacia dos extratos no controle da pinta preta foi de 66,64% e 78,75% em relagdo ao
tratamento controle (sem extrato). Esses resultados indicam o potencial dos extratos organicos
formulados UCBV 283 e UCBV 287a para o controle da pinta preta. Contudo, ¢ necessario

confirmar esses achados em um segundo ensaio.

Os resultados dos experimentos de controle da mancha-alvo mostraram consisténcia
no uso dos extratos organicos UCBV 283 e UCBV 287a, sem variagdo significativa entre as
duas execugdes, sugerindo que os resultados sdo reprodutiveis. Os valores baixos de
severidade final (12,84% e 11,42%) nas plantas de soja ndo tratadas (controle) podem ser
atribuidos a fatores ambientais ndo otimizados na casa de vegetacao, baixa concentracdo de
in6culo, ou até a possivel baixa capacidade de viruléncia do isolado UCBV 332 de C.
cassiicola. De acordo com Toulet et al. (2022), foi observada uma variedade de graus de
viruléncia, que variaram de altamente virulentos a ndo virulentos, quando a cultivar de soja A
8000 RG foi desafiada com 24 isolados de C. cassiicola de diferentes regides do noroeste da
Argentina. Mesmo mantendo as plantas sob camara umida no presente estudo, o
desenvolvimento da doenca foi limitado; no entanto, ainda foi possivel observar uma reducao
significativa na severidade final de mancha-alvo nas plantas de soja tratadas com os extratos

de P brasilianum.

No primeiro ensaio, o extrato UCBV 283 a 0,5 mg/mL foi significativamente mais
eficaz na redugdo da severidade final da doenca do que o UCBV 287a na mesma
concentragdo. No segundo ensaio, destaca-se que a dose de 1 mg/mL do extrato UCBV 287a
foi eficaz na redugdo da severidade da mancha-alvo, embora a diferenca em relacdo a dose
menor ndo seja significativa. A auséncia de diferencas significativas entre as diferentes doses

do UCBYV 287a e as doses do UCBV 283 indica um possivel limiar de efeito de dose. A
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menor dose usada dos extratos, 0,5 mg/mL, ¢ quase 80X a CEs, média calculada para ambos
os extratos frente a C. cassiicola nos ensaios in vitro e, talvez, doses ainda menores poderiam
resultar no mesmo efeito de controle observado. Esses resultados sdo importantes para o
desenvolvimento de produtos formulados com base nos extratos organicos produzidos por

isolados de P. brasilianum, potencialmente reduzindo os custos de producao.

A andlise dos cromatogramas desses isolados permitiu registrar 12 metabdlitos
secundarios, dos quais 11 ja foram descritos para P. brasilianum sendo apenas o
penicianstinoide C ainda ndo descrito para P. brasilianum. Os trés metabdlitos detectados em
maior abundancia nos cromatogramas de ambos os isolados foram &cido penicilico,
brasiliamida A e verruculogen. O papel dos diferentes componentes do extrato no efeito
antifingico e no controle das doengas nao foi esclarecido apenas com a consulta a literatura
(Bazioli et al., 2017; Tuthill et al., 2001) e necessitara de experimentos envolvendo o
fracionamento dos extratos e purificagdo dos componentes majoritarios, seguido de testes de

bioatividade com compostos semi-purificados (Silva Junior et al., 2023).

Embora o uso de extratos livres de células vivas ndo seja realmente um tipo de
controle bioldgico, pois ndo envolve interacdes biologicas de agentes de controle bioldgico
com fitopatdgenos e plantas, este tipo de uso dos metabolitos pode ser enquadrado dentro do
‘guarda-chuva’ dos métodos de bioprotecdo de plantas (Stenberg et al., 2021), uma estratégia
recentemente adotada principalmente por setores da industria. Seguindo esta tendéncia, a
legislacdo brasileira tem regulamentado, desde meados de 2023, o uso de produtos contendo
apenas metabdlitos na categoria de produtos bioldgicos com microrganismos inativados
(Portaria conjunta SDA/MAPA - IBAMA - ANVISA, n° 1, de 10 de abril de 2023). Neste
contexto, este trabalho ¢ pioneiro em adiantar a estratégia de uso de extratos bioativos
padronizados como biofungicidas protetores para o controle de doencas foliares, e a partir de
membros da biodiversidade brasileira até entdo nao considerados sob o ponto de vista da

protecao de plantas contra doengas.
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Tabela S1. Estimativas de CEs, de quatro extratos organicos de Penicillium spp. contra A.
linariae e C. truncatum, e dois extratos organicos de Penicillium spp. contra C. cassiicola, em

ensaios em placa de Petri com meio BDA.

Patogeno Extrato Ensaio CEs, Std. Erros Lower Upper
A. linareae UCBV283  Ensaio 1 3.297 0.123 3.044 3.550
Ensaio 2 3.746 0.097 3.548 3.945

UCBV287 Ensaio 1 4.352 0.116 4.113 4.590

Ensaio 2 4.713 0.099 4.509 4.917

UCBV304 Ensaio 1 5.670 0.047 5.573 5.767

Ensaio 2 5.498 0.064 5.365 5.630

UCBV323  Ensaio 1 6.561 0.040 6.479 6.642

Ensaio 2 6.441 0.037 6.364 6.518

C. truncatum UCBV283 Ensaio 1 4.249 0.061 4.124 4.374
Ensaio 2 4.169 0.085 3.994 4.343

UCBV287 Ensaio 1 5.698 0.072 5.550 5.847

Ensaio 2 5.848 0.112 5.618 6.079

UCBV304 Ensaio 1 6.139 0.111 5.910 6.368

Ensaio 2 5.794 0.157 5472 6.117

UCBV323 Ensaio 1 7.694 0.076 7.537 7.851

Ensaio 2 7.711 0.190 7.321 8.102

C. cassiicola  UCBV283 Ensaio 1 5.430 0.112 5.200 5.660
Ensaio 2 5.393 0.141 5.103 5.684

UCBV287 Ensaio 1 5.647 0.103 5.437 5.857

Ensaio 2 6.152 0.114 5.918 6.386

Tabela S2. Estimativas de CEs, de dois extratos organicos de Penicillium spp. contra C.

cassiicola e A. linariae, em placas de Elisa.

Patogeno Extrato Ensaio CE4, Std. Erros  Lower Upper
C. cassiicola  UCBV283  Ensaio 1 7.54 0.12 7.30 7.79
Ensaio 2 6.72 0.15 6.41 7.02
UCBV287 Ensaio 1 6.85 0.08 6.29 6.56
Ensaio 2 6.65 0.18 6.27 7.04
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A. linariae UCBV283

Ensaio 1 6.37 0.12 6.11 6.63
Ensaio 2 7.67 0.06 7.54 7.80
UCBV287 Ensaio 1 6.35 0.30 5.72 6.98
Ensaio 2 7.30 0.12 7.05 7.56

Tabela S3. Severidade final da pinta preta do tomate e eficdcia de controle dos extratos
organicos UCBV?283 ¢ UCBV287a niao formulados

Ensaio Extrato Doses Média quant Tukey  Eficacia (%)
Ensaio 1 Controle 0Omg/mL 31,44 33,00 a
UCBV283 Smg/mL 27,88 31,13 ab 11,30
UCBV283 2mg/mL 19,44 20,94 c 38,15
UCBV287a Smg/mL 24,02 26,73 b 23,59
UCBV287a 2mg/mL 24,31 25,94 b 22,67
Clorotalonil 2 mg/mL 1,70 2,56 d 94,59
Ensaio 2 Controle 0 mg/mL 24,60 25,94 a
UCBV283 Smg/mL 21,01 25,56 ab 14,60
UCBV283 2mg/mL 11,63 16,13 c 52,71
UCBV287a Smg/mL 14,15 21,69 be 42,48
UCBV287a 2mg/mL 17,10 19,48 abc 30,49
Clorotalonil 2 mg/mL 0,30 0,34 d 98,78

Tabela S4. Severidade final da pinta preta do tomate e eficacia de controle dos extratos

organicos UCBV283 e UCBV287a formulados.

Ensaio Extrato Doses Média quant Tukey Eficacia (%)
Controle 0 mg/mL 25,46 28,25 a
UCBV283 2 mg/mL 5.41 6,63 c 78.75
UCBV283 1 mg/mL 8,02 10,21 bc 68,49
UCBV287a 2 mg/mL 5,97 6,57 c 76,56
Ensaio 1
UCBV287a 1 mg/mL 8,50 11,28 be 66,64
UCBV07 7,5 mg/mL 11,50 12,15 b 54,85
Clorotaloni
2 mg/mL 0,33 0,41 d 98,71

1
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Tabela S5. Severidade final de mancha-alvo da soja e eficicia de controle dos extratos

organicos UCBV283 e UCBV287a formulados

Ensaio Extrato Doses Média quant Tukey Eficacia
(%)
Ensaio 1  Controle 0 mg/mL 12,84 14,71 a
UCBV283 1 mg/mL 5,52 6,85 be 57,01
UCBV283 0,5 mg/mL 4,70 5,88 c 63,38
UCBV287a I mg/mL 6,85 8,29 be 46,60
UCBV287a 0,5 mg/mL 8,05 10,58 b 37,31
UCBVO07 5 mg/mL 5,73 6,64 bc 55,34
Mancozeb 2 mg/mL 0,48 0,83 d 96,25
Ensaio2  Controle 0 mg/mL 11,42 12,94 a
UCBV283 1 mg/mL 6,56 6,65 b 42,57
UCBV283 0,5 mg/mL 7,59 7,25 ab 33,53
UCBV287a 1 mg/mL 4,87 5,88 b 57,32
UCBV287a 0,5 mg/mL 6,66 8,21 b 41,70
UCBV07 5 mg/mL 3,86 4,56 be 66,23
Mancozeb 2 mg/mL 0,29 0,31 C 97,47
Ensaio 1 Ensaio 2
Extrato
o 150 o 1507 Controle
% a % a ab <4 Fungicida
< 100 +b < 4004 + c be 4 ucbv283
c c c c ucbv2ea
50 + 504 + d
¢d ¢

04

Omg/mL  2mg/mL  5mg/mL 2mg/mL 5mg/mL 2mg/mL

Doses

Omg/mL  2mg/mL 5mg/mL 2mg/mL 5mg/mL 2mg/mL
Doses

Figura S1. Area abaixo da curva de progresso da pinta preta do tomateiro cv. Micro-tom ao
longo de 12 dias apds a exposicdo ao patdgeno, em dois ensaios independentes. As barras
representam o intervalo de confianga. Controle: Agua; Fungicida: Clorotalonil; UCBV 283 e
UCBYV 287a: extratos sem formular de P. brasilianum.
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Extrato
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Doses

Figura S2. Area abaixo da curva de progresso da pinta preta do tomateiro cv. Micro-tom ao
longo de 19 dias apds a exposicdo ao patdgeno. As barras representam o intervalo de
confianca. Controle: Agua; Fungicida: Clorotalonil; UCBV 07: extrato formulado de C.
chloroleuca; UCBV 283 e UCBV 287a: extratos formulados de P. brasilianum.
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0mg/mL 1 mg/mL 0,5mg/mL 1 mg/mL 0,5 mg/mL 5 mg/mL 2 mg/mL
Doses
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Figura S3. Area abaixo da curva de progresso da mancha-alvo da soja ao longo de 21 dias
apds a exposicdo ao patogeno. As barras representam o intervalo de confianca. Controle:
Agua; Fungicida: Clorotalonil; UCBV 07: extrato formulado de C. chloroleuca; UCBV 283 ¢
UCBYV 287a: extratos formulados de P. brasilianum.



