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Resumo

A busca por formas alternativas de controle de fitopatdogenos ao controle quimico vem crescendo, com o intuito de reduzir o consumo de
pesticidas e a contaminagdo ambiental. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi isolar, identificar e avaliar o potencial de fungos das
sementes e/ou das plantulas de alface no desenvolvimento in vitro do isolado ALT23 do fungo Alternaria sp. As cultivares de alface utilizadas
foram: ‘Brava’, ‘Hanson’ e ‘Itapud’. A ac@o antifiingica dos isolados fungicos obtidos foi avaliada pelo método de confronto duplo em meio
de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) durante cinco dias. Os fungos obtidos foram: BRF1 — Aspergillus niger, HSF1 — Aspergillus sp. e
IF1 — Trichoderma sp. A porcentagem de inibi¢do do crescimento do didmetro micelial, da velocidade de crescimento e do niimero de esporos
do fungo fitopatogénico variou de 30 a 54,9%, de 48,9 a 93,2% e de 88,3 a 100%, respectivamente. O aumento do periodo de cultivo dos
isolados BRF1, HSF1 e IF1 favoreceu a inibigao do crescimento do fungo ALT23. A avaliagdo do potencial antifungica de fungos isolados das
sementes de alface deve ser realizada a partir do 2° dia de cultivo, conforme o isolado. Todos os isolados fiingicos testados apresentam potencial
antagOnico in vitro contra o isolado do fungo ALT23 de Alternaria sp.

Palavras-chave: Aspergillus. Trichoderma. Controle Bioldgico.

Abstract

The search for alternative forms of phytopathogen control to chemical control has been growing, with the aim of reducing pesticide consumption
and environmental contamination. In this respect, the objective of this work was to isolate, identify and evaluate the potential of fungi from
lettuce seeds and/or seedlings in the in vitro development of the ALT23 isolate of the fungus Alternaria sp. The lettuce cultivars used were:
‘Brava’, ‘Hanson’ and ‘Itapud’. The antifungal action of the fungal isolates obtained was evaluated by the double confrontation method
in potato-dextrose-agar culture medium for five days. The fungi obtained were: BRF1 - Aspergillus niger, HSF1 - Aspergillus sp. and IF1 -
Trichoderma sp. The percentage of inhibition of growth in mycelial diameter, growth rate and number of spores of the phytopathogenic fungus
ranged from 30 to 54.9%, 48.9 to 93.2% and 88.3 to 100%, respectively. Increasing the cultivation period of isolates BRF1, HSF1 and IF1
favored the inhibition of ALT23 growth. The antifungal potential of fungi isolated from lettuce seeds should be assessed from the 2nd day of
cultivation, depending on the isolate. All the fungal isolates tested showed antagonistic potential in vitro against Alternaria sp. isolate ALT23.
Keywords: Aspergillus. Trichoderma. Biological Control.

1 Introducio alimentos sem residuos quimicos toxicos e que ndo contamina
o ambiente (Duré et al., 2018; Franco et al., 2022; Faberi et al.,

A alface (Lactuca sativa L.) ¢ uma hortaliga rica em agua, ] .
2023; Guzman-Guzman et al., 2023). Neste contexto, 0 uso

vitaminas, minerais ¢ compostos bioativos, como polifenois, . . .

. o . . de bactérias e de fungos filamentosos endofiticos, aquaticos
carotenoides, antioxidantes importantes para uma dieta
saudavel (Shi et al., 2022).

No cultivo desta hortalica, a ocorréncia do fungo

e do solo tem se destacado por reduzirem a ocorréncia de
doengas em campo, por estimular o crescimento das plantas
hospedeiras e possibilitar a sobrevivéncia das plantas em
condi¢des adversas (Alanzi et al., 2023; Bhat et al., 2023;
Dethoup; Kumila; Kijjoa, 2015; Dong ef al., 2019; Guzméan-
Guzman et al., 2023; Kumar et al., 2017; Sun et al., 2018;

fitopatogénico Alternaria sp. causa perdas significativas na
producdo, por causar manchas foliares, cuja principal forma
de controle tem sido a aplicagdo de fungicidas quimicos

(Amorim; Bergamin Filho; Rezende, 2018; Miranda-Apodaca
et al., 2023). Entretanto, os fungicidas sintéticos possuem
metais pesados e alta toxicidade no ambiente e para satde
(Castro et al., 2020).

De forma alternativa e ecoldgica, o uso de micro-
organismos no controle bioldgico contribui para producao de
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Sridharma et al., 2020; Silva; Dourado, 2022; Zhao et al.,
2022; Zhang et al., 2024).

No controle biologico de fitopatogenos, os fungos
filamentosos Trichoderma sp. e Aspergillus sp. tem
apresentado potencial antagénico in vitro e in vivo contra

os fungos Alternaria alternata, A. solani (Ramirez-Carino
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et al., 2020; Faberi et al., 2023), Fusarium spp. (Patil et al.,
2017; Mangabiello et al., 2024), Globisporangium ultimum
(Moussa et al., 2023), Corynespora cassicola ¢ Curvularia
aeria (Baiyee et al., 2019), Pythium sp. (Salem et al., 2019),
Macrophomina phaseolina (Khan; Javaid, 2022), Sclerotinia
sclerotiorum (Zhang et al., 2024).

Além disso, o fungo Aspergillus nomieae também foi
eficaz no controle das larvas de Spodoptera litura, Chilo
suppressalis e Ostrinia fumacalis e aos adultos Rhopalosiphum
padi e Acyrthosiphon pisum (Zhang et al., 2024), os quais
podem ser considerados micro-organismos multifuncionais
no controle de doencas e de pragas.

Os fungos filamentosos antagénicos a fitopatdogenos
produzem compostos antimicrobianos fendlicos nio volateis
¢ volateis, enzimas liticas e oxidativas, induzem a resisténcia
sistémica na planta hospedeira e a lignificagdo da parede
vegetal, bem como atuam diretamente sobre as hifas e
0s esporos por micoparasitismo. Além disso, os micro-
organismos antagénicos podem promover o crescimento da
planta hospedeira e a resisténcia a fatores bidticos ou abioticos
através da solubilizagdo de fosfato e sintese de hormonios
como acido indol-acético (Salem et al., 2019; Azevedo et al.,
2021; Faberi et al., 2023; Mangabiello et al., 2024; Philip et
al., 2024)

Em alface, Manganiello et al. (2024) obtiveram que os
isolados de T. harzianum Ts e T2 inibiram o crescimento do
fungo Fusarium oxysporum f. sp. lactucae in vitro. Da mesma
forma, o T. spirale T76-1 reduziu o crescimento micelial
dos fungos Corynespora cassicola e Curvularia aeria e
a incidéncia da doenga em alface (Baiyee et al., 2019). O
inoculante comercial de 7. viride e o fungo Aspergillus niger
obtido do solo rizosférico da berinjela (Solanum melongena
L.) também reduziu a ocorréncia da doenga causada pelo
Fusarium oxysporum f. sp. melongenae em relagdo ao
tratamento controle (Patil et al., 2017).

Entretanto, os isolados de micro-organismos com potencial
de biocontrole frequentemente sdo obtidos de espécies
vegetais diferentes das plantas hospedeiras dos patdgenos que
se deseja controlar e/ou de ambientes aquaticos (Azevedo et
al., 2021; Bhat et al., 2023; Dethoup; Kumila; Kijjoa, 2015;
Gill et al., 2023; Martinuz, 2020; Sun et al., 2018; Wu et al.,
2019), cuja eficiéncia pode ser influenciada pela interagdo
microbiana com a planta hospedeira em especifico (Yan et al.,
2015).

Desta forma, a sele¢do in vitro de micro-organismos
de hortaligas com potencial no controle de fitopatdogenos
nas mesmas espécies de hortalicas pode representar uma
alternativa rapida, econdmica e ecologica.

O objetivo deste trabalho foi isolar, identificar e avaliar o
potencial antagonista de fungos presentes em sementes e/ou
plantulas de cultivares de alface contra o fungo fitopatogénico
Alternaria sp.
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2 Material e Métodos

2.1 Inoculante do isolado fitopatogénico

O fungo fitopatogénico Alternaria sp. utilizado foi o
isolado ALT23 pertencente a micoteca do Laboratorio de
Microbiologia agricola do Departamento de Engenharia
Agrondmica (DEA), da Universidade Federal de Sergipe.

O isolado fungico foi multiplicado em meio de cultura
Batata-Dextrose-Agar (BDA, 39 g L") ¢ incubado em
temperatura ambiente durante cinco dias. O meio de cultura
contendo o micélio do fungo ALT23 foi utilizado como
inoculante.

2.2 Cultivares de alface

As sementes das cultivares de alface (Lactuca sativa L.)
utilizadas ‘Brava’, ‘Hanson’ e ‘Itapud’ foram produzidas pela
empresa [sla Sementes Ltda sem tratamento quimico.

2.3 Isolamento e identificacio de fungos filamentosos
antagonicos

Para obter os isolados fungicos filamentosos foram
selecionadas ao acaso 50 sementes de cada cultivar de alface.
Em seguida, as sementes foram desinfestadas superficialmente
pela imersdo em solucdo de alcool 70% por 1 min, em solug@o
de hipoclorito a 0,2% por 1 min e triplice lavagem com agua
destilada autoclavada por 3 min (Alfenas; Mafia, 2007).

As sementes desinfestadas por cultivar foram depositadas
sobre duas folhas de papel filtro autoclavadas acondicionadas
em caixas Gerbox® e umedecidas com agua destilada
autoclavada. Foram realizadas duas repeticdes com 25
sementes em cada Gerbox®. A incubagdo foi realizada em
temperatura ambiente ¢ no terceiro dia da semeadura foram
adicionados 5 mL de agua destilada autoclavada.

No quinto dia de cultivo, as plantulas j& germinadas
e com maior desenvolvimento foram selecionadas, sendo
retirados quatro fragmentos da radicula e da parte aérea. Os
fragmentos foram transferidos para placas de Petri contendo
aproximadamente 15 mL de meio de cultura BDA. Foram
realizadas quatro repetigdes, por cultivar. A incubacdo foi
realizada também em temperatura ambiente durante sete dias.

Os fungos filamentosos isolados das sementes e/ou nas
plantulas, por cultivar, foram identificados ao microscopio
optico com aumento de até 400x, com base nas estruturas
reprodutivas, segundo Barnett ¢ Hunter (1998).

Os isolados fungicos obtidos foram identificados pelas
siglas: HSF (cultivar Hanson), IF (cultivar Itapud), BRF
(cultivar Brava), seguido pelo nimero sequencial do fungo
identificado.

2.4 Atividade antifingica de fungos contra Alternaria sp.

A agdo antifungica dos isolados fungicos obtidos foi
avaliada pelo método de confronto duplo em meio de cultura
Batata-Dextrose-Agar (BDA comercial), por conter os
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nutrientes necessarios ao desenvolvimento de fungos e por
promover a esporulagdo (Devi et al., 2018; Syamsia et al.,
2021).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
causalizado no esquema fatorial 4 x 3, correspondente a quatro
tratamentos fingicos (Testemunha do fungo fitopatogénico -
ALT23 e trés isolados fungicos: BRF1, HSF1 e IF1) e trés
periodos de avalia¢do (1°, 2° e 5° dia), com quatro repetigdes
por tratamento.

Os isolados fungicos BRF1, HSF1 e IF1 foram obtidos
das sementes e/ou das plantulas, conforme descrito no item
anterior.

Para avaliar o potencial antagonico dos isolados fingicos,
um disco micelial de 5 mm de didmetro do inoculante do
isolado fitopatogénico ALT23 e do fungo endofitico com o
micélio voltado para o meio de cultura BDA foram transferidos
para placas de Petri (8 cm de didmetro) distantes 2,0 cm da
borda.
isolado ALT23. A incubagdo foi realizada em temperatura

No tratamento testemunha foi inoculado apenas o

ambiente durante cinco dias.

As variaveis analisadas foram: o didmetro micelial,
a velocidade de crescimento, a intensidade de alteracdo
do formato do crescimento micelial, numero de esporos
e porcentagem (%) de inibi¢do do didmetro micelial, da
velocidade de crescimento e do niimero de esporos do fungo
fitopatogénico.

O diametro micelial (DM, cm) foi avaliado com auxilio de
uma régua milimetrada e obtido pela média de duas medigdes
cruzadas do crescimento micelial no 1°, 2° e 5° dia apos a
inoculagdo.

A velocidade de crescimento micelial (VM; cm.dia™
foi calculada pela equagdo: (DMf — Dmi)/T, em que DMf =
diametro micelial final, DMi = didmetro micelial inicial no 1°,
2° e 5° dia apds a inoculagdo.

A intensidade de alteragdo do formato do crescimento
micelial (IAFCM) do fungo fitopatogénico foi avaliada pelo
critério subjetivo de notas, em que 1 = fraca, 2 = moderada e
3 = forte, ap6s cinco dias de cultivo.

O ntmero de esporos foi calculado segundo a metodologia
de Carvalho et al. (2008) com modificagdes. Para tanto, um
disco micelial de 5 mm do meio de cultura colonizado pelo
isolado fungico, ap6s 14 dias de cultivo, foi transferido para
tubos de ensaio contendo 5 mL de agua destilada autoclavada
e submetido a agitagdo em Vortex por 1 min. Em seguida, foi
retirada uma aliquota e transferida para camara de Neubauer
para contagem do nimero de esporos ao microscopio optico
com aumento de 400x.

A porcentagem de inibi¢do do didmetro (PIC-DM, %) e
da velocidade de crescimento (PIC-VM, %) e do nimero de
esporos (PIC-ESP) foi calculada pela equacdo: PIC = (Vtest-
Vtrat)/Vtest x 100, em que Vtest = valor da variavel analisada
no tratamento testemunha e Vtrat = valor da variavel analisada
no tratamento fungico.
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2.5 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de significancia. Para analise de regressdo foram aplicados o
teste F e o teste t, respectivamente a 1% e 5% de probabilidade,
utilizando o Software SISVAR versao 5.8.

3 Resultados e Discussao

3.1 Isolamento e identificacdo de fungos filamentosos
antagonicos

A taxa de germinagdo das sementes das cultivares de
alface Brava, Hanson e Itapud foi de 88%, 78% e 0%,
respectivamente, valores estes abaixo da média de 95%
mencionados pelo fabricante.

Dentre os fatores que pode ter influenciado este resultado
pode-se citar a presenca de contaminantes. Neste sentido, a
taxa de contaminag@o das sementes nao germinadas foi de
12% na alface cv. Brava pelo fungo Aspergillus niger (BRF1)
e de 8% na cv. Itapud pelo fungo Trichoderma sp. (IF1).
Nas sementes ndo germinadas da cv. Hanson, 18,2% foram
colonizadas por dois fungos ndo identificados.

Nas plantulas da cv. Brava ndo foram observados fungos
endofiticos, mas na cv. Hanson foi identificado apenas o fungo
Aspergillus sp. (HSF1).

Em sementes, o fungo filamentoso pertencente ao género
Aspergillus causa podridao e redug@o da germinagao, cuja agcao
caracteriza um fitopatogeno (Lima et al., 2020; Houbraken;
Kocsubé; Visagie, 2020), tal como observado nas sementes
da cv. Brava ndo germinadas e colonizadas pelo BRF1 de 4.
niger. Da mesma forma, as sementes de alface cv. Grande
Lagos Americana e cv. Delicia colonizadas pelos fungos A.
niger ndo germinaram (Costa et al., 2021).

Os fungos pertencentes ao género Aspergillus também
podem ser considerados endofiticos, quando colonizam o
tecido vegetal sem causar danos, conforme observado nas
plantulas sadias de alface da cv. Hanson com o isolado HSF1.

Os micro-organismos endofitos podem estimular o
crescimento da planta, induzir a resisténcia a patdgenos e
pragas (Azevedo, 1998; Barros et al., 2023; Shankar et al.,
2024; Zhang et al., 2024), o que pode ser benéfico no cultivo
desta cultivar de alface, em condi¢des de campo e adversas,
principalmente, com o aumento da temperatura com as
mudanga climatica global.

O fungo filamentoso Trichoderma sp. também tem
sido relatado como endofitico responsavel por estimular o
crescimento da planta hospedeira e por ser eficaz no controle
biologico devido a sintese de mais de 150 compostos
antimicrobianos e/ou promotores de crescimento (Guzman-
Guzman et al., 2023). Entretanto, o isolado IF 1 de Trichoderma
foi obtido nas sementes ndao germinadas de alface cv. Itapua, o
que pode caracterizar uma agao fitopatogénica e/ou endofitico
em sementes de baixo vigor, pois 100% das sementes nao
germinaram e apenas 8% apresentaram o fungo IF1. Neste
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resultado, deve-se considerar que a agdo fitopatogénica de
micro-organismos endofiticos depende da interagdo com a
planta hospedeira e dos fatores ambientais (Yan et al., 2015), o
que pode alterar o comportamento fitopatogénico dos isolados
BRF1 e IF1 obtidos nas sementes de alface cv. Brava e Itapua.

3.2 Atividade antifiingica de fungos contra Alternaria sp.

No confronto direto, os isolados BRF1 (A4spergillus
niger), HSF1 (Aspergillus sp.) e IF1 (Trichoderma sp.) ndo
influenciaram no diametro micelial e na percentagem de
inibi¢ao do diametro (PIC-DM) do fungo ALT23 de Alternaria
sp., no 1° dia de cultivo (Quadro 1).

Quadro 1 - Diametro micelial e porcentagem de inibigdo
do didmetro micelial (PIC-DM) do isolado ALT23 do fungo
Alternaria sp. na presenga dos isolados fungicos BRF1, HSF1 e
IF1 no 1°, 2° ¢ 5° dia de cultivo

. Didmetro micelial (cm)
Cultivo
(dias) | Testemunhal ppp | HsFI IF1
1° 1,13+0,03 1,10+ 0,03| 1,00+ 0,0 [1,05=+0,06
cA? cA bA bA
20 1,93 +0,06 (1,38 +0,10(1,76 +0,12 (1,73 +0,12
bA bB aA aA
50 4,13+£0,03 [1,86+£0,23[1,76 £0,53 | 1,88 + 0,15
aA aB aA aB
CV 8,3%
Regressao Linear Linear Quadr. Quadr.
R? 1,00%%3 1,00%* 1,00%** 1,00%*
Cultivo PIC-DM (%)*
(dias) | Testemunha| BRF1 HSF1 1F1
1o 0,00 £0,00 {2,22+2,57| 11,11+ [6,67+5,13
aA cA? 0,00 bA bA
20 0,00 £0,00 | 2857+ [8,44+6,00( 10,39+
aB 5,41 bA bB 6,00 bB
50 0,00+ 0,00 | 54,85+ 30,00 £ 54,55+
aC 5,47 aA 12,83 aB 3,70 aA
CV 38,9%
Regressao - Linear Linear Linear
R? - 0,92%*3 0,89%* 0,97**
Tratamentos: Testemunha: ALT23 — Alternaria sp.; BRF1 - Aspergillus

niger, HSF1 - Aspergillus sp. e IF1 - Trichoderma sp.; > Médias seguidas
de mesma letra minuscula (na coluna) e maiuscula (na linha) ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; 3(*) = significativo a
5%; (**) significativo a 1% e (ns) = ndo significativo pelo teste t; * Valores
positivos = inibi¢do do crescimento micelial

Fonte: dados da pesquisa.

Segundo Kamei e Singh (2020), a taxa de inibi¢do do
crescimento micelial de 29,4% a45,7% do fungo fitopatogénico
Alternaria alternata pelos isolados de Trichoderma spp.
ocorreu no 2° ou no 3° dia de cultivo, a depender da espécie
do fungo antagonista. Neste estudo, apenas o isolado BR1
de Aspergillus niger reduziu o didmetro micelial do fungo
ALT23 em relagdo aos demais tratamentos, cuja porcentagem
de inibi¢ao (PIC-DM) foi de 28,57 + 5,41%, no 2° dia de
cultivo (Quadro 1).

O aumento do periodo de cultivo de até cinco dias
estimulou o crescimento em diametro do ALT23 em todos os
tratamentos, mas nao houve diferenca no didmetro micelial
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no HSF1 e no IFI entre o 2° e 5° dia de cultivo. No 5° dia
de cultivo, a porcentagem de inibi¢do do didmetro micelial
(PIC-DM) nos tratamentos BRF1, HSF1 ¢ IF1 foi superior aos
valores observados no 1° e 2° dia (Tabela 1), tal como relatado
por Morales-Sandrez et al. (2021) na agdo antagdnica do
fungo Aspergillus sp. SPH2 sobre os fungos fitopatogénicos
A. alternata, Botrystis cinerea ¢ Fusarium oxysporum.

Dentre os tratamentos, o BRF1 e o IF1 resultaram em
PIC-DM de 54,85 + 5,47% e 54,55 = 3,70%, respectivamente,
significativamente superior aos valores obtidos com o HSF1
apos cinco dias de cultivo (Quadro 1).

Comparativamente, Salem et al. (2019) observaram que
o isolado de 4. niger inibiu 51,48 + 7,88% do crescimento
micelial do fungo A4. alternata. E o fungicida Hexaconozole
na concentragdo de 125 ppm inibiu em 50,29%, o crescimento
micelial do fungo 4. alternata, apos sete dias de cultivo
(Koka; Bhat; Wani, 2021), o que demonstra o potencial de
biocontrole do fungo Alternaria sp. (ALT23) pelos isolados
BRF1 (4spergillus niger) e IF1 (Trichoderma sp.) in vitro.

Segundo Manganiello et al. (2024), o micélio dos isolados
Ts e T2 de Trichoderma harzianum sobrepOs o crescimento
do fungo fitopatogénico Fusarium oxysporum f. sp. lactucae
apos cinco dias de cultivo, tal como observado nos tratamentos
BRF1 e IFI com ALT23 de Alternaria sp. (Figura 1).

Figura 1 - Crescimento micelial do isolado ALT23 do fungo
fitopatogénico Alternaria sp. na presenca dos fungos BRF1
(Aspergillus niger), HSF1 (Aspergillus sp.) e IF1 (Trichoderma
sp.), apos cinco dias de cultivo (Barra = 1 cm)

Fonte: os autores.

Faberi et al. (2023) também observaram que o crescimento
micelial do inoculante comercial de 7. harzianum cepa Th2
comercial se desenvolveu proximo do fungo Alternaria spp.,
no 3° dia de cultivo, tal como observado no tratamento HSF1
(Aspergillus sp.), mas no 5° dia de cultivo (Figura 1).

A limitagdo e a sobreposi¢ao do crescimento micelial do
fitopatogeno podem ser consideradas uma competi¢do por
nutrientes e/ou de micoparasitismo (Azevedo et al., 2021;
Faberi et al., 2023), cuja agdo pode ser classificada como
fungicida do fungo antagonico (Morales-Sandrez et al., 2021;
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Oliveira; Pezzi; Silva, 2023).

Na velocidade de crescimento, o BRF1 foi o tnico que
reduziu significativamente esta variavel, a partir do 2° dia
de cultivo. Todavia, todos os isolados testados reduziram a
velocidade de crescimento do ALT23 em relagdo a testemunha,
apos cinco dias de cultivo. Dentre os isolados, 0 BRF1 e o IF1
promoveram inibi¢do da velocidade de crescimento de 77,84
+6,01% e 93,18 +4,55%, respectivamente, significativamente
maior que o HSF1 (Quadro 2).

Quadro 2 - Velocidade de crescimento e porcentagem de inibi¢ao
da velocidade de crescimento (PIC-VM) do isolado ALT23 do
fungo Alternaria sp. na presenca dos isolados fungicos BRF1,
HSF1 e IF1, no 1° 2° e 5° dia de cultivo em comparagdo ao
tratamento testemunha

Cultivo Velocidade de crescimento (cm.dia™)
(dias) |Testemunha| BRFI1! HSF1 1F1
1° 0,53+0,03 [0,50+0,03| 0,40+ |0,45+0,06
cA aA 0,06 cA aA
2° 0,80+0,07 (0,28 +0,12| 0,76+ |0,68+0,10
bA aB 0,10 bA aA
5° 2,20+0,11 |0,49+0,13| 1,13+ |0,15+0,10
aA aC 0,10 aB bD
CV 21,9%
Regressao Linear Linear Linear Quadr.
R? 0,99%* 0,57 ns 0,92%* 1,00%*
Cultivo PIC-VM (%)*
(dias) |Testemunha| BRF1 HSF1 1F1
1° 0,00 +0,00 (4,76 5,50 23,81+ 14,29 +
aA bA 0,00 bA 11,00 bA
2° 0,00+ 0,00 | 65,63 + 4,69 + 15,63 +
aB 14,43 aA | 1443bB | 12,50 bB
5° 0,00+0,00 | 77,84 + 48,87 + 93,18 +
aC 6,01 aA | 18,92 aB 4,55 aA
CV 46,3%
Regressio - Quadr. Quadr. Quadr.
R? - 1,00% 1,00%* 1,00%*

'Tratamentos: Testemunha — ALT23 — Alternaria sp.; BRF1 - Aspergillus
niger, HSF1 - Aspergillus sp. e IF1 - Trichoderma sp.; > Médias seguidas
de mesma letra minuscula (na coluna) e maitscula (na linha) ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; * (*) = significativo a
5%; e (**) significativo a 1% pelo teste t; * Valores positivos = inibi¢do
do crescimento micelial.

Fonte: dados da pesquisa.

O aumento do periodo de cultivo de até cinco dias também
favoreceu o incremento da velocidade de crescimento nos
tratamentos testemunha e HSF1, mas reduziu esta variavel no
IF1. No BRF1, ndo houve influéncia do periodo de cultivo na
velocidade de crescimento (Quadro 2).

Segundo Salem et al. (2019), os fungos filamentosos
Trichoderma, Aspergillus e Penicillium demonstraram niveis
distintos de inibicdo do crescimento micelial dos fungos
fitopatogénicos testados, a depender da espécie e da origem
do fungo antagonico. Neste estudo, o fungo A. niger (BRF1)
inibiu de 65,63 £+ 14,43% a 77,84 + 6,01% a velocidade de
crescimento, no 2° e 5° periodo de cultivo, respectivamente,
valores estes maiores que os observados no 1° dia de cultivo.
Enquanto o isolado HSF1 de Aspergillus sp. apresentou
PIC-VM de 48,87 + 18,92% no 5° dia de cultivo, valor este
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maior que os valores observados no 1° e 2° dia de cultivo e
inferior ao obtido com o isolado BRF1 de Aspergillus niger.
No tratamento IF1, o PIC-VM de 93,2 + 4,55% no 5° dia de
cultivo foi superior ao HSF1, mas sem diferenca ao BRF1
(Quadro 2).

Na literatura, ndo foram encontrados relatos sobre a
acdo dos fungos antagdnicos na velocidade de crescimento.
Entretanto, Bhat et al. (2023) mencionaram que o isolado de A4.
niger CJ6 produziu no meio de cultivo fenois, hidrocarbonetos
e derivados de ftalatos com agdo antimicrobiana. Gill et al.
(2023) também observaram que o fungo A. fumigatus extraido
solo liberou compostos fenodlicos de acdo antifungica e
antibacteriana.

Da mesma forma, Baiyee et al. (2019) relataram que
o fungo Trichoderma spirale T76-1 inibiu o crescimento
micelial dos fungos Corynespora cassicola e Curvularia
aeria devido a liberagdo de compostos volateis e de enzimas
como quitinases e B-1,3-glucanase. E Philip er al. (2022)
observaram que os compostos volateis do isolado TR07 de
T. afroharzianum inibiram o crescimento do fungo Alternaria
alternata Alt3.

Na acdo antagonista, a liberagdo de compostos volateis e/
ou 0 micoparasitismo nas hifas e/ou esporos (Kumar et al.,
2017; Sridharan et al., 2020; Shankar et al., 2024), pode ter
influenciado também no formato do crescimento micelial do
fungo ALT23 nos tratamentos BRF1 e IF1 em comparagio
ao HSF1 e na porcentagem de inibi¢do do niimero de esporos
dos isolados BRF1, HSF1 e IF1 sobre o fungo fitopatogénico
ALT23 (Quadro 3).

Quadro 3 - Indice de alteragio do formato do crescimento
micelial (IAFCM, nota), nimero de esporos e porcentagem
de inibi¢do da esporulacdo do fungo fitopatogénico ALT23 de
Alternaria sp. pelos isolados BRF1, HSF1 e IF1, apds cinco e 14
dias de cultivo, respectivamente

Tratamentos' IAFCM (notas)? PIC-ESP*3
Testemunha - 0,00 + 0,00 ¢
BRF1 3,00 + 0,00 a* 94,74 £ 6,08 a
HSF1 1,75+ 0,50 b 100,00 + 0,00 a
IF1 3,00 + 0,00 a 87,13+ 8,65a
cv 11,2% 7.7%

Tratamentos: Testemunha: ALT23 — Alternaria sp.; BRF1 - Aspergillus
niger, HSF1 - Aspergillus sp. e IF1 - Trichoderma sp.; > IAFCM (notas):
1 = alteragdo fraca, 2 = alteragdo moderada ¢ 3 = alteragdo forte do
crescimento micelial em relagdo a testemunha; * Médias seguidas de
mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; * dado transformado por ; * Valores positivos = inibi¢do do
crescimento micelial.

Fonte: dados da pesquisa.

Kaime e Singh (2020) observaram que o fungo
Trichoderma spp. inibiu a taxa de esporulacdo do fungo
Alternaria alternata, mas com valores de 67,25% a 89,6%,
a depender da espécie fungica. Enquanto, os isolados BRF1,
HSF1 e IF1 reduziram de 87,13 + 8,65 a 100,00 + 0,00% o
numero de esporos do fungo ALT23, sem diferenga entre os
tratamentos (Quadro 3).

No BRF1, os conidios do fungo ALT23 apresentaram
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morfologia distinta do tratamento testemunha (Figuras 2a
e 2b). No HSF1, ndo houve esporulagdo do ALT23 (Figura
2¢). Nao houve alteragdo morfologica dos conidios do fungo
ALT23 no tratamento IF1, em relag@o a testemunha (Figuras
2a e 2d). Misaghi et al. (1978) também observaram a alteragao
do tamanho e da morfologia dos conidios do fungo Alternaria
alternata, mas a depender do meio de cultivo e da temperatura,
fatores estes que nao devem ter influenciado, pois foi utilizado
0 mesmo meio ¢ mantidos em temperatura ambiente.

Figura 2 - Hifas com conidiéforos e conidios do isolado ALT23

de Alternaria sp. nos tratamentos*: testemunha (a), BRF1 (b, c),
HF (d) e IF1 (e, f) apds 14 dias de cultivo (aumento de 400x)

*Tratamentos: Testemunha: ALT23 — Alternaria sp.; BRF1 - Aspergillus
niger, HSF1 - Aspergillus sp. e IF1 - Trichoderma sp.
Fonte: dados da pesquisa.

Segundo Oliveira, Pezzi e Silva (2023), o emprego de
2,5% do o6leo de guacatonga (Casearia sylvestris) apresentou
acdo fungicida por ter inibido o crescimento e a esporulagido
do fungo A. alternata, tal como observado com BRF1
(Aspergillus niger), HSF1 (Aspergillus sp.) e IF1 (Trichoderma
sp.), o que demonstra o potencial in vitro destes isolados no
controle do fungo Alternaria sp.

Em condigdes de campo, o Trichoderma asperelloides
reduziu a severidade da doenga causada pelos fitopatdgenos
A. alternata e F. oxysporum em tomateiros (Ramirez-Carifio
et al., 2020). Assim como, o isolado de Aspergillus niger
inibiu em até 71% a ocorréncia de Fusarium oxysporum f. sp.
melongenae no cultivo de berinjela, valor este superior aos
68,08% obtidos com o fungicida Thiram (Patil ez al., 2017).

Segundo Stouvenakers, Massart e Jijakli (2023), o
isolado G2 de Aspergillus flavus induziu a resisténcia
da alface ao fitopatdogeno Pythium aphanidermatum no
cultivo hidropénico. E o Trichoderma asperellum ZBW
induziu a resisténcia de plantas de ervilhas contra o fungo
Globisporangium ultimum NZW pela liberagdo de enzimas
liticas e metabdlitos bioativos, que estimulou a lignificagao
das paredes celulares das raizes, a sintese de peroxidases e
polifenodis (Moussa ef al., 2023).
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Os fungos pertencentes aos géneros Aspergillus e
Trichoderma também podem apresentar acdo nematicida,
entomopatogénica, parasistaria, solubilizadores de fosfato e
promotores de crescimento (Azevedo ef al., 2021; Alanzi et
al.,2023; Bhat et al., 2023; Gill et al., 2023 ; Guzman-Guzman
et al. 2023; Zhang et al., 2024). Todavia, ¢ importante realizar
analises de fitotoxicidade in vivo, pois os fungos pertencentes
ao género Aspergillus podem causar podriddoes em diversas
culturas de interesse econdmico (Patil ez al., 2017).

4 Conclusao

Os isolados BRF1 de Aspergillus niger, HSF1 de
Aspergillus sp. e IFI de Trichoderma sp. apresentam potencial
antagdnico in vitro sobre o fungo ALT23 de Alternaria sp.

A avalia¢@o do potencial antifingica de fungos isolados
das sementes de alface deve ser realizada a partir do 2° dia de
cultivo, conforme o isolado.

O aumento do cultivo dos isolados BRF1, HSF1 e IF1
favorece a inibi¢ao do crescimento do fungo ALT23.

Os isolados fingicos obtidos das sementes de alface,
podem representar uma fonte de micro-organismos com
potencial de biocontrole de fitopatdogenos e de pragas na
propria cultura ¢ de forma ecoldgica, sem contaminar o
ambiente agricola como os fungicidas quimicos.
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