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RESUMO 

Apesar da utilização de fungicidas sintéticos ser a principal forma de  controle de fungos 

fitopatogênicos, eles podem ter um potencial tóxico à saúde humana e ao meio ambiente. Dessa 

forma, o controle biológico tem sido utilizado como uma estratégia para minimizar os danos 

causados por fungos fitopatogênicos em plantas. Diante disso, fungos isolados da área de 

mineração (R21B1 e R22A3) estão sendo estudados a fim de que possam ser aplicados para o 

controle de doenças de plantas, que pode ser mais eficiente e menos perigoso para o meio 

ambiente. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito dos isolados R21B1 

e R22A3 como potenciais antagonistas sobre os fitopatógenos Fusarium solani e Macrophomina 

phaseolina em condições in vitro.  As análises do conftontamento pareado e metabólitos 

voláteis foram feitas em triplicatas com observações diárias durante sete dias. Para os testes 

realizados utilizou-se o Grid para a contagem do crescimento micelial, teste de pareamento de 

culturas in vitro e teste de metabólitos voláteis.  Para o cálculo da porcentagem de inibição do 

crescimento micelial  foi aplicado  a fórmula: % inibição = [(crConfrontamento)/controle)] x 

100, para a análise de voláteis utilizou-se o percentual (%) inibição = [(crCvoláteis)/controle)] 

x 100. No teste de pareamento de culturas in vitro, os isolados fúngicos R21B1 e R22A3 

apresentaram percentual de inibição de 67,8% para o fitopatógeno Fusarium solani, para o 

Macrophomina phaseolina apresentaram 72,64% e 72,2% de inibição respectivamente. Para o 

teste de metabólitos voláteis, somente o Fusarium solani apresentou inibição para os fungos 

R21B1 72,64% e R22A3 72,16%, já para o fungo  Macrophomina phaseolina não apresentaram 

inibição. As análise dos micros-extratos não apresentaram resultados consisos sendo 

necessarios refazer as análises em novos comprimentos de onda para obtenção concreta desses 

resultados. Com isso, os resultados encontrados neste trabalho estimulam, além da realização 

dos ensaios laboratoriais, a continuação de mais estudos desses isolados, a fim de verificar sua 

eficiência no controle in vivo de doenças em plantas. 

 

 

Palavras-chave: Controle biológico; fitopatogênicos; fungos de mineração. 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

Although the use of synthetic fungicides is the main way to control phytopathogenic fungi, they 

can have a toxic potential to human health and the environment. Thus, biological control has 

been used as a strategy to minimize the damage caused by phytopathogenic fungi in plants. 

Therefore, fungi isolated from the mining area (R21B1 and R22A3) are being studied so that they 

can be applied to the control of plant diseases, which can be more efficient and less dangerous 

to the environment. Thus, the objective of the present study was to evaluate the effect of  R21B1 

and R22A3 isolates as potential antagonists on the phytopathogens Fusarium solani and 

Macrophomina phaseolina under in vitro conditions.  The analyses were carried out in 

triplicates with daily observations for seven days. For the tests performed, the Grid was used 

for mycelial growth counting, in vitro culture pairing test and volatile metabolite test.  To 

calculate the percentage of mycelial growth inhibition, the following formula was applied: % 

inhibition = [(crConfrontation)/control)] x 100, for the analysis of volatiles, the percentage (%) 

inhibition = [(crCvolatiles)/control)] x 100 was used. In the in vitro culture pairing test, the 

fungal isolates R21B1 and R22A3 showed an inhibition percentage of 67.8% for the 

phytopathogen Fusarium solani, and for Macrophomina phaseolina they showed 72.64% and 

72.2% of inhibition, respectively. For the volatile metabolites test, only Fusarium solani showed 

inhibition for the fungi R21B1 72.64% and R22A3 72.16%, while for the fungus Macrophomina 

phaseolina it did not show inhibition. The analysis of the micro-extracts did not present 

consistent results and it was necessary to redo the analyzes at new wavelengths to obtain 

concrete results.Thus, the results found in this work stimulate, in addition to laboratory tests, 

the continuation of further studies of these isolates, in order to verify their efficiency in the in 

vivo control of plant diseases. 

 

 

Keywords: Biological control; phytopathogens; mining fungi. 
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 INTRODUÇÃO 

De acordo com os dados do IBGE 2023, a agricultura é a base econômica brasileira, com a 

produção de milhões de toneladas  anuais de cereais, leguminosas e oleaginosas. Os grãos são 

ricos em proteínas, vitaminas e sais minerais, como o zinco,  magnésio,  potássio, cobre e 

fósforo (KRZYZANOWSKI; FRANÇA-NETO; HENNING, 2018).  A produção anual de 

262.653.469 toneladas de cereais, leguminosas e oleaginosas, teve um aumento de 11,8% ante 

o ano anterior (IBGE, 2023).  

No entanto, o agronegócio sofre diretamente com as doenças causadas por patógenos 

do solo que podem acontecer em todos os sistemas agrícolas sendo comuns nas principais 

espécies de plantas cultivadas. Os patógenos ocorrem na maior parte do ciclo de vida no solo 

(BETTIOL; MORANDI, 1995), tendo a capacidade de permanecerem vivos por períodos 

prolongados, mesmo em condições edafoclimáticas desfavoráveis e na ausência de um 

hospedeiro. Esses patógenos podem produzir estruturas de resistência, tais como 

clamidósporos, esclerócios e ascósporos, entre outras (BELLÉ; FONTANA, 2018).  

As principais causas de doenças vasculares e radiculares em  culturas são as bactérias, 

fungos e nematóides, sendo os fungos os principais patógenos (BELLÉ; FONTANA, 2018).  

Os fungos de solo mais comuns e estudados são Fusarium spp., Macrophomina phaseolina, 

Sclerotium rolfsii, dentre outros (KHAMARI et al., 2018; KUSHWAHA et al., 2019; NOMILA 

MERLIN et al., 2013). Esses patógenos são responsáveis por infecções em caules, rizomas e 

raízes das plantas, o que torna seu controle extremamente complexo, uma vez que evoluíram 

com as plantas e estão adaptados ao ambiente abaixo do nível do solo. Os sintomas das doenças 

causadas por esses microrganismos são visíveis somente quando estão em estágios avançados, 

o que torna  praticamente impossível seu controle (MICHEREFF; ANDRADE; MENEZES, 

2005).  

O controle de doenças radiculares tem como objetivo minimizar os danos causados por 

esses patógenos, sendo mais eficiente o preventivo. Dessa forma, pode-se utilizar produtos 

fitossanitários, o que é feito através do cuidado de proteção, para que a doença  não atinja a área 

e não se instale (VIDA et al., 2004). Os agroquímicos tornaram-se a solução ideal para o 

controle das pragas agrícolas. Não obstante, o uso intensivo destes produtos tem provocado 

desequilíbrio ambiental, como a resistência de patógenos, desequilíbrio biológico, 
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contaminação dos alimentos, da água, do solo, e dos animais, além da intoxicação dos 

agricultores (MASCARIN et al., 2019) 

O uso de agentes biológicos é uma das formas de controlar as doenças de forma mais 

sustentável, incluindo o controle biológico natural realizado por diversos microrganismos. 

Ademais, os custos relacionados ao controle biológico são menores que os dos tratamentos 

químicos, representando cerca de um terço dos custos relacionados a fungicidas e agrotóxicos 

(FANTINEL et al., 2018; MASCARIN et al., 2019). 

A fim de que se tenha sucesso no controle biológico, o microrganismo antagonista deve 

ter um  nicho ecológico semelhante ao do patógeno. Sendo crucial que o microrganismo 

apresente várias características: ser capaz de colonizar e competir com o patógeno em seu 

ambiente; ser resistente a variações nas condições do meio, como temperatura, umidade e 

radiação; não causar prejuízos aos homem e aos animais; ter aptidão para diferentes culturas e 

amplo espectro de ação contra diferentes patógenos; ser de fácil cultivo, multiplicação, 

aplicação e formulação (BETTIOL; MORANDI, 1995). 

Os fungos isolados de área de mineração têm sido utilizado em várias aplicações, sendo 

muitas vezes aplicações exitosas, sendo muitos deles capazes de crescer em vários substratos 

orgânicos e possuem rápido crescimento em condições extremas. Dessa forma, o objetivo deste 

trabalho foi estudar o potencial das espécies fúngicas Aspergillus sp. (R21B1) e um isolado da 

área de mineração R22A3 como agente de biocontrole dos fitopatógenos de soja Fusarium solani 

e Macrophomina phaseolina. 
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 OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

Avaliar o potencial antagônico dos fungos isolados da área de mineração Aspergillus 

sp. (R21B1) e R22A3 frente aos fungos fitopatógenos de soja Fusarium solani e Macrophomina 

phaseolina. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

● Avaliar o potencial de biocontrole  das linhagens fúngicas Aspergillus sp 

(R21B1) e R22A3  frente aos fitopatógenos pelo método de cultivo pareado;  

● Delinear potencial antagonista dos fungos de mineração frente aos 

fitopatógenos de soja pelo método do Grid; 

● Analisar o crescimento micelial ( % inibição). 

● Obter os micro-extratos do co-cultivo fúngico em meio sólido; 

● Avaliação do perfíl químico dos micro-extratos por Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência (CLAE); 
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 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1. A cultura da soja (Glycine max (L.) Merril) 

A soja é uma planta de origem asiática, sua introdução na agricultura ocorreu há mais 

de 5.000 anos. O seu cultivo é totalmente diferente, uma vez que suas primeiras plantas eram 

do tipo rasteiras e se desenvolveram próximas a rios  e lagos, sendo denominada de soja 

selvagem (MOZZAQUATRO et al., 2017).  Ao longo dos anos, o seu desenvolvimento foi 

acelerado pelo surgimento de novas espécies das quais surgiram com  o cruzamento natural 

entre duas sojas silvestres, domesticadas e aprimoradas pelos chineses (MORAES et al., 2021).  

No Brasil seu cultivo ocorre há mais de 135 anos, obtendo uma extensão em área com 

42 milhões de hectares cultivados na safra de 22/23, com produtividade estimada  em 3,551 kg 

ha-1, conforme a  CONAB (2022).  A cultura é o principal grão comercializado, uma vez que 

seu crescimento provém dos fatores de autenticação da oleaginosa, uma importante fonte de 

proteína vegetal. Em geral, para atender à grande demanda de setores voltados a produtos de 

origem animal e populacional é ofertada in natura ou mediante derivados. (HIRAKURI e 

LAZZAROTTO, 2014). 

Com as grandes demandas pela produção do grão, torna-se necessário expandir as 

fronteiras agrícolas, o que demonstra a  intensificação da monocultura e práticas de manejo 

inadequadas, o que pode prejudicar a produtividade. Para minimizar esses problemas e atender 

à demanda do mercado, é necessário usar estratégias para aumentar o rendimento das culturas 

(BOTELHO, 2014). 

O tratamento das sementes é considerado um dos principais processos que antecedem o 

plantio e o cultivo das plantas de soja, evitando, portanto,  danos causados por pragas e doenças 

nas sementes. Essa prática também pode impedir a entrada de patógenos em áreas sem 

contaminações (MACHADO, 2018).  

Os principais objetivos do tratamento da soja são a redução de fungos presentes nas 

sementes e a eliminação de fungos de solo durante seu desenvolvimento inicial. Além disso, o 

tratamento promove condições de uniformidade na germinação e emergência, evitando o 

surgimento de epidemias no campo, proporcionando maior sustentabilidade à cultura através 

da redução de riscos na implantação da lavoura (PIAS, 2014). 
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 A busca por princípios que possam ser eficazes no controle microbiano e fungicida tem 

sido interesse de linhas de pesquisa. Dessa forma, produtos naturais têm sido isolados, 

identificados e se tornado uma das áreas de maior crescimento da química orgânica 

(BRIZUELA et al., 1998).  

Os fungos produzem metabólitos que são uma forma de defesa contra antagonistas 

naturais. Desde a descoberta da penicilina esses metabólitos têm sido estudados para produção 

de  antibióticos (TAKAHASCHI; LUCAS, 2008). Logo,  com a produção de extratos desses 

fungos é possível obter uma variedade de produtos naturais, que possam atuar como agentes no 

controle de pragas.  

 

3.2. Fungos 

Os fungos são organismos eucarióticos, heterotróficos, que se alimentam de matéria 

orgânica inanimada ou de nutrição como parasitas de hospedeiros vivos. Estes microrganismos 

têm um impacto na vida humana, participando de processos benéficos ou prejudiciais.  A forma 

filamentosa é constituída de um conjunto de estruturas tubulares, denominadas de hifas, que 

quando agrupadas, formam o micélio (TORTORA, 2012). 

A classificação taxonômica dos fungos está relacionada, principalmente, à reprodução 

sexuada. No entanto, quando a forma de reprodução sexuada não é percebida, a classificação é 

baseada nos órgãos de reprodução assexuada. A reprodução assexuada pode ser formada  pela  

fragmentação das hifas do micélio ou por esporos assexuais produzidos por mitose nas hifas ou 

por meio das hifas especializadas (OLIVEIRA, 2014). 

O reino fungi tem, aproximadamente, 1,5 milhão de espécies que habitam praticamente 

todos os ecossistemas existentes no planeta. Aproximadamente 70.000 espécies foram descritas 

até o presente momento, incluindo as que causam micoses em seres humanos, doenças em 

plantas cultivadas e as de grande relevância  biotecnológica (OLIVEIRA, 2010). 

Os fungos são utilizados na produção de alimentos, na indústria farmacêutica, na 

biodegradação e no tratamento biológico de efluentes, atuando na atividade enzimática, ou seja, 

na produção de enzimas de interesse industrial e na biotransformação. Os fungos são de grande 

importância agrícola e ecológica, pois mantêm o equilíbrio do meio ambiente, decompondo 
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restos vegetais, degradando substâncias tóxicas, auxiliando as plantas a crescerem e se 

protegendo contra os outros microrganismos patogênicos (ABREU et al., 2015). 

3.2.1. Gênero Aspergillus 

 O gênero fúngico Aspergillus é composto por cerca de 446 espécies e tem uma 

distribuição cosmopolita (HOUBRAKEN et al., 2020). A maioria  das espécies é  rara mas 

outras estão entre as mais comuns do planeta (KIRK et al., 2008). Os fungos pertencentes ao 

gênero Aspergillus são considerados anamorfos de ascomicetos do reino fungi, divisão 

ascomycota, e ordem eurotiales e, sendo,  caracterizados pela produção de esporos assexuais 

(KLICH & PITT, 1988), conforme a Figura 1. 

 A identificação do gênero Aspergillus como fungos filamentosos é realizada de acordo 

com a morfologia apresentada. Dessa forma, sua identificação é fundamentada na avaliação 

macromorfológica e micromorfológica, observando suas característica, tais como: coloração da 

colônia, taxa de crescimento micelial pigmentação do meio de cultura, textura da colônia e 

estruturas de produção de esporos (BALAJEE; MARR, 2006; BALAJEE et al., 2007). 

A coloração das colônias é uma das principais características observadas em análise 

macroscópica, que apresenta diferentes tonalidades de verde, amarelo, marrom, branco, preto e 

cinza (Klich, 2002).  A cor branca, dourada ou acastanhada é predominantemente observada no 

seu anverso. As colônias apresentam características, algodonosas, pulverulentas ou arenosas, 

as quais podem apresentar rugosidade na parede (LACAZ et al., 2002; SIDRIM, 2004; 

MURRAY et al., 2010). 

 

 Fonte:  CAVACO, 2015. 

Figura 1: Observação microscópica da reprodução assexuada. 
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Os conídios apresentam uma base na forma de “T ou L” , popularmente chamada de 

célula pé, que está conectada a uma hifa  vegetativa e que circunda as hifas reprodutivas.  Sua 

extensão pode ocorrer das células pé por alguns milímetros de hifas até chegar a vesícula 

(KLICH, 2002).  Suas Hifas aéreas e vegetativas podem contém esporos assexuais 

frequentemente pigmentados atuando na dispersão do fungo (Figura 2). 

Figura 2:Formação  das hifas por alongamento a partir do esporo. 

 

  

 

 

 

 

Fonte:  TORTORA, 2012  

3.2.2. Macrophomina Phaseolina 

A  denominação desse patógeno ocorreu por Goidanish (1947) após uma revisão da 

taxonomia do gênero Macrophomina, é composto somente de uma espécie, Macrophomina 

phaseolina. Este fungo pertence ao filo Ascomycota, da família Botryosphaeriaceae 

(MYCOBANK, 2013). 

 O fungo apresenta um micélio uninucleado, embora as células das extremidades do 

micélio, região de crescimento, sejam frequentemente multinucleadas (KNOX-DAVIES, 

1967).  

A espécie produz picnídios marrom-escuros, solitários ou grupos, com  tamanho de 100-

200 µm de diâmetro, abrindo-se por ostíolo apical (HOLLIDAY; PUNITHALINGAM, 1970). 

Em meio BDA, os picnídios apresentam características negras e globosos com tamanho que 

varia entre 100-250 µm (Figura 3). A variação no tamanho dos picnídios parece estar 

relacionada ao substrato sobre o qual o fungo se desenvolve (DHINGRA; SINCLAIR, 1978). 
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               Figura 3: Macrophomina Phaseolina em meio BDA: A- Frente; B- Verso. 

 

 

 

 

 

 

  

      

 

 

                 

           Fonte: Autora, 2023. 

 

De acordo com Holiday (1970), os microescleródios apresentam características negras 

e lisas, medindo em torno de 100 µm de diâmetro (em culturas de 50-300 µm). O fungo produz 

microescleródios em tecidos infectados  em grande quantidade, o que é uma das formas de 

sobrevivência do fungo, bem como uma das principais fontes de inóculo desse patógeno. 

 Os microescleródios são originados a partir do micélio, produzindo uma estrutura 

multicelular, rígida e resistente a condições antagônicas. Eles podem ser encontrados sob a 

epiderme das raízes, na camada externa do córtex e na região do colo. Os microescleródios são 

liberados no solo e, ao se aproximarem da região do colo ou da raiz da planta, germinam e 

infeccionam as raízes. No entanto,  nem todas as células têm a mesma taxa de germinação. 

Desta forma, os microescleródios podem ter células germinando e infectam as plantas em 

estágios diferentes apresentando podridão do caule e raiz atingindo em média 500 espécies de 

plantas (ABBAS et al., 2019). 

Esse fungo é encontrado de forma natural  em solos de mata nativa ou em cultivados 

(ALMEIDA et al., 2001). Assim, o Macrophomina phaseolina pode infectar muitos tipos de 

plantas, como feijão, milho, amendoim, soja, e girassol no Brasil.  (GUPTA et al 2012).  Dessa 

forma, o  fungo Macrophomina phaseolina é  um dos grandes responsáveis por causar doenças, 

como, praga das plântulas, podridão do carvão, podridão do caule (JACOB et al., 2013; 

GHOSH et al., 2018). 
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Os sintomas podem variar de acordo com a idade da planta no momento da infecção, 

podendo apresentar lesões de coloração marrom-escura, na região do colo.  Entretanto, a 

infecção torna-se mais grave se houver baixa umidade do solo  com temperaturas altas 

(EMBRAPA, 2014). O micélio e os microescleródios se desenvolvem dentro do envoltório 

(KUNWAR et al., 1986). As sementes, em geral, não apresentam sinais de infecção, entretanto 

o fungo é transmitido por meio delas.  

  As plantas de soja são submetidas de forma ininterrupta a altas temperaturas, assim 

contribui para sua alta produtividade (LUDLOW; MUCHOW, 1990).  A preparação adequada 

do solo permite que as raízes tenham uma melhor distribuição, resultando em uma maior 

retenção de  umidade.  Dessa forma, a rigidez da Macrophomina phaseolina é, com frequência, 

associada ao déficit de água e às elevadas temperaturas no solo. 

3.2.3. Fusarium Solani 

 Fusarium solani pode ser considerado um agente etiológico ou saprofítico, devido às 

suas características morfológicas, tais como crescimento lento em meio sólido de batata (BDA), 

o que resulta na produção de uma massa de coloração azulada com  grande quantidade de 

macroconídios de tamanhos entre 30-65 µm por 6-8 µm apresentando de 3 a 5 septos com pouca 

ou nenhuma presença de microconídios (RUPE, 1989; RUPE; WEIDEMANN, 1986).   

O Fusarium solani provoca podridão nas raízes, caules, frutos  e folhas de algumas 

espécies vegetais (ROSATI et al . 2021).  Na raiz  apresenta sintoma  de uma mancha 

avermelhada,  que é mais visível na raiz principal, geralmente está localizada entre um e  dois 

centímetros abaixo do nível do solo.  Ao longo da evolução da infecção, é possível notar uma 

expansão da lesão, que passa a circundar a raiz, assumindo uma coloração  de castanho-

avermelhada escura (RUPE; WEIDEMANN, 1986).  

A necrose é encontrada no tecido cortical, ao passo que o lenho da raiz tem uma 

coloração castanho-clara, que se espalha pelo tecido lenhoso da haste crescendo vários 

centímetros acima do solo (RUPE, 1989; WRATHER et al., 1995).  Além disso, ocorre 

apodrecimento das raízes secundárias em solos úmidos e necrose na base da planta 

(EMBRAPA, 2006). Outra doença que pode ser causada pelo fitopatógeno, é a fusariose que 

apresenta o branqueamento das espículas infectadas antes da velhice das plantas (MA et al., 

2020). 
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3.3. Cultivo Pareado  

O método de cultivo pareado em disco de ágar é usado em estudos de antagonismo in 

vitro, existindo inúmeros relatos de sucesso na seleção de microrganismos, com o objetivo de 

controlar biologicamente fitopatógenos (MARIANO, 1993). Esse método permite mensurar o 

crescimento micelial, assim como os tipos de interação, tais como hiperparasitismo, formação 

de clamidósporos, entre outros (FARIA; CASSETARI NETO; ALBUQUERQUE, 2002).  

Os testes in vitro  permitem a análise de potenciais antagonistas e a análise do 

mecanismo de ação para  facilitar a observação das interações antagonistas-patógenos, em nível 

ultraestrutural, com a ajuda de microscopia ótica ou eletrônica. Dessa forma, os organismos 

selecionados  no pareamento in vitro são capazes de servir para transformação genes e de 

microrganismos não antagônicos (MARIANO, 1993). O método da cultura pareada é um dos 

métodos mais utilizados nos trabalhos com antagonismo (FUGA et al., 2016; JANE; SHEILA; 

JAMES, 2011; LAKHDARI et al., 2018; VIEIRA et al., 2016).  

Esse método pode ser feito com ágar em placa, ou em lâmina. O método com ágar em 

lâmina é considerado uma versão microscópica do método com ágar em placa, tendo vantagem 

sobre o primeiro, uma vez que permite a visualização  da interação entre as hifas dos 

antagônicos. Além disso, é possível observar a inibição de produção de esporos de um fungo 

causada pelo antagônico. No entanto, na placa, somente serão  visíveis outros tipos de interação, 

como a sobreposição de micélio, a antibiose que é caracterizada pelo halo de inibição e da lise 

da colônia (ANDREWS, 1992). Para realizar o método de cultura pareada em disco de ágar, 

são colocados em placas de petri ou lâmina, contendo o meio de cultura, discos de micélio dos 

fungos que serão avaliados em lados opostos, sendo um do patógeno e outro do isolado 

(MARIANO, 1993). 
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 METODOLOGIA 

4.1. Local de pesquisa 

O trabalho foi desenvolvido nos laboratórios de ensino, orgânica, microbiologia e 

análises químicas da Faculdade de Química, Instituto de Ciências Exatas, da Universidade 

Federal do Sul e Sudeste do Pará. 

4.2. Seleção das linhagens e patógenos  

Para este estudo foram selecionadas sete linhagens fúngicas isolados do rejeito e solo 

de mineração: R23B3; R22A3; R21B1; R23A3; P1R45x; P1Z1M4; P2Z2B1 das quais estão 

aramzenadas na micoteca do Laboratório de Microbiologia da Faculdade de Química da 

Universidade Federal do Sul e Sudeste do Pará - UNIFESSPA.  

Para  a realização do Co-cultivo por confrontamento pareado selecionou-se as linhagens 

fúngicas de código, R21B1 (Segundo isolado do primeiro rejeito de concentração 1 crescido no 

meio BDA - Aspergillus), e a linhagem  R22A3 (Segundo isolado do segundo  rejeito de 

concentração 10-3  crescido em meio de Arroz), por apresetarem melhores desenvolvimentos  

frente ao antagonismo dos fitopatógenos de soja F. Solani e M. phaseolina 

Os fungos fitopatógenos de soja F. solani (Figura 4C) e M. phaseolina (Figura 4D) 

foram cedidos pelo Prof. Dr. Leopoldo Sussumu Matsumoto, da Universidade Estadual do 

Norte do Paraná, conforme as figuras 4 e 5.  

Figura 4:Placas de petri com os cultivos dos fungos isolados da área de mineração (A e B) e 

fitopatógenos de soja (C-F. solani D- M. phaseolina) – frente. 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

Fonte: Autora, 2023. 
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Figura 5:Placas de petri com os cultivos dos fungos isolados da área de mineração (A e B) e 

fitopatógenos de soja (C-Fusarium solani e D- M. phaseolina) – costa. 

Fonte: Autora, 2023. 

 

4.2.1. Preparo do meio de cultura sólido  

 Para o cultivo das linhagens fúngicas, utilizou-se o meio de cultura BDA (batata, 

dextrose e ágar) de acordo com a metodologia descrita pela biolog , preparado com 60g de 

batata inglesa, 6 g de dextrose  e 5,1g de ágar com 300 mL de água destilada.  Em seguida, foi 

autoclavado por 15 minutos a temperatura de 120º C e pressão de 1 atm. Após a esterilização, 

o meio BDA foi vertido em placas de petri de 9 cm de diâmetro  na capela de fluxo laminar  

(Veco@), previamente esterilizada com Lâmpada UV Bacteriológica. Depois as placas foram 

colocadas em uma incubadora B.O.D (Cietec@ e Eletrolab) à temperatura 30±2º C por 24 

horas, para observar a presença de possíveis contaminantes.  

4.3. Teste de pareamento 

Para a avaliação dos  isolados Aspergillus (R21B1) e R22A3 sobre a inibição do 

crescimento dos fitopatógenos, foi utilizada uma adaptação do método de pareamento em placas 

de Petri, de acordo com a metodologia descrita por  Cassiolato et al. (1997) e Medrado (2019). 

Ao centro das placas de Petri, contendo meio BDA foram inoculados discos de micélio (5 mm) 

dos isolados de fitopatógenos e dos isolados da área de mineração, para a obtenção de matrizes. 

Após sete dias de, os isolados foram repicados em uma placa de Petri em extremidades opostas 

(1,5 cm de diâmetro da borda da placa) formando uma combinação de dois isolados de fungos 

fitopatogênicos com dois  isolados da área de mineração, durante os sete dias de incubação, 
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realizou-se o acompanhamento do crescimento das linhagens diariamente, conforme a Figura 

6. Os experimentos foram realizadas em triplicatas. 

                       Figura 6: Método de pareamento em placas de Petri 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autora, 2024 

4.3.1. Efeito de substâncias voláteis no controle dos fitopatgenos de soja. 

A fim de avaliar se as linhagens fúngicas de rejeitos de mineração R22A3 e Aspergillus 

( R21B1) estavam produzindo metabólitos voláteis, provocando assim a inibição do crescimento 

dos fitopatógenos de soja Macrophomina phaseolina e Fusarium solani, foi utilizado o método 

de placas sobrepostas (BAKER; COOK, 1999). Discos de micélio (5 mm de diâmetro) de cada 

um dos fitopatógenos foram repicados no centro de placas de Petri de 9 cm contendo meio de 

cultura BDA. Paralelamente, discos de micélio das linhagens R22A3 e Aspergillus ( R21B1)  

foram inoculados em placas contendo meio de cultura BDA. Logo após, as placas foram abertas 

em condições assépticas e as placas contendo os fitopatógenos e os fungos R22A3 e Aspergillus 

(R21B1) foram sobrepostas e vedadas por meio de filme PVC (Figura 7). Como controle placas 

repicadas com os fitopatógenos foram sobrepostas a outras contendo apenas o meio de cultura 

BDA. As placas foram incubadas em câmara tipo BOD, nas mesmas condições do experimento 

em cultivo pareado (VIEIRA et al., 2016). 

Figura 7: Amostras de sobreposição das placas  Aspergillus e R22A3 frente aos fitopatógenos 

de soja. 

 

 

 

 

 

Fonte:  BIREAHLS  (2023, p. 38) 
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4.3.2. Delineamento experimental e análise do potencial antagonista dos fungos 

de mineração frente aos fitopatógenos de soja 

A avaliação do diâmetro micelial dos fitopatógenos F. Solani e M. phaseolina e dos  

fungos de mineração R22A3 e do Aspergillus foi realizada 24 horas após a inoculação dos 

micélios, utilizando uma lâmina quadriculada de área conhecida (grid). O grid foi desenvolvido 

a partir de uma adaptação da câmara  de Neubauer. A lâmina é composta por 10cmx10cm de 

acrílico, cada quadrado tem 5 mm de lado, logo a área de  cada quadrado é 25 mm. Dessa forma, 

a cada quatro quadrados pequenos forma a área de 1 cm2 (Figura 8) Para cálculo de porcentagem 

de inibição do crescimento micelial, foi aplicada a fórmula: % inibição = [(crCvoláteis) 

/crcontrole] x 100, onde: crCvoláteis= crescimento radial compostos voláteis; crcontrole= 

crescimento radial controle. 

       Figura 8:Grid utilizado para contagem em área total  

        de cada colônia fúngica e patogênica. 

 

                            

                        

 

 

 

        Fonte: Autora, 2023. 

O grid permite determinar a área total de cada colônia fúngica que cresceu isoladamente 

na placa de Petri (controle), ou em placas com co-cultivo (confrontamento direto) conforme a 

Figura 9. A porcentagem de inibição foi calculada de acordo com  a equação a seguir. I% é a 

porcentagem de inibição do fitopaógenos pelos fungos de mineração, Ccontrole é a área de 

crescimento dos fungos cultivados isoladamente e Cco-cultivo de mineração é a área de 

crescimento dos fungos cultivados na presença dos fungos de mineração.  

𝐼% =
𝐶𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒

𝐶𝑐𝑜 − 𝑐𝑢𝑙𝑡𝑖𝑣𝑜
𝑥100 
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        Fonte: Autora, 2024 

As áreas das colônias dos fitopatógenos e dos fungos de rejeito de mineração foram 

tabuladas e a porcentagem em que cada fitopatógeno na presença e ausência de cada fungo de 

mineração foi calculada. Dessa forma, foi possível determinar entre os dois fungos de 

mineração, aquele que apresentou o melhor percentual de inibição contra um dos fungos 

fitopatogênicos.  

O crescimento dos fitopatógenos em presença de fungos de mineração foi utilizado para 

a elaboração de curvas de crescimento e determinação do tempo necessário para o  início da 

inibição. Os resultados quantitativos foram avaliados estatisticamente através  do teste de TSD 

ao nível de 95% de confiança (α = 0,05), utilizando o software gratuito Paleontological 

Statistics (PAST) (AL-ROBAI et al., 2017).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       

4.4. Extração do co-cultivo fúngico em meio sólido. 

Os micro-extratos foram obtidos de acordo com a metodologia adaptada de 

SMEDSGAARD (1997).  Com a ajuda de um canudo de 5 mm, foram cortados 21 plugs de 5 

mm de diâmetro (7 de cada colônia).  Os plugs foram transferidos para um vidro de penicilina.  

O volume de 2 mL da mistura de solventes MeOH:AcOEt:CH2Cl2 (1:3:2) com 0.1% de ácido 

acético etílico foi colocado no vidro de penicilina e em seguida foi levado para o banho 

ultrassom (Quimis), por 30 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para outro 

Figura 9- Grid para a contagem das áreas das colônias dos Fitopatógenos frente 

aos fungos  de mineração ( A- Cultivo pareado In Vitro; B- Cultivo pareado In 

Vitro com Grid). 



29 

 

 
 

vidro de penicilina. Depois de deixar secando por 24 horas, o conteúdo foi ressolubilização em 

200 𝜇L de MeOH e foi sonificado durante 2 minutos, o material foi transferido para um 

eppendorf e em seguida foi centrifugado em centrífuga refrigerada (Solab) por 10 minutos, 

sequencialmente, 100 𝜇L do volume foram transferidos para um vial de 2 mL e finalmente foi 

adicionado 100 𝜇L de metanol HPLC para análise em CLAE (DIONEX). As regiões de micro-

extração podem ser visualizadas abaixo, pontuadas em regiões de interface de crescimento entre 

os fungos (região e extremidades). 

Figura 10: Fluxograma de Processos extração do Co-cultivo em meio sólido. 

 

 

4.4.1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autora, 2024. 

 

4.4.2. Caracterização dos micro-extratos por CLAE 

A  análise  por cromatografia líquida de alta eficiência dos micro-extratos foi realizada 

no Laboratório de Análises Química  da Faculdade de Química da Universidade Federal do Sul 

e Sudeste do Pará – UNIFESSPA, localizado na  Unidade II, Folha 17, Quadra 04, Lote 

especial, s/ nº. O equipamento utilizado foi o HPLC Dionex, operado no foi realizado um 

gradiente exploratório (MeOH:H2O) iniciando com 5% de MeOH aumentando gradativamente 

até 95% em uma análise de 60 minutos. A coluna usada foi uma C18, com fluxo de 1 mL/min 
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 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A reativação dos dois isolados Aspergillus e R22A3  e os dois fitopatogênicos Fusarium 

solani e Macrophomina phaseolina apresentaram resultados positivos. 

5.1. Teste de pareamento de cultura in vitro  

No teste de pareamento in vitro, foi possível verificar que os isolados Aspergillus e 

R22A3 apresentaram maior competitividade,  pois cresceram por cima do patógeno  F. Solani 

ocupando 100% da placa de Petri, conforme a Figura 9. O rápido crescimento dos isolados 

Aspergillus e R22A3 em relação aos fitopatógenos F. solani e M. phaseolina pode indicar que 

estes isolados podem ser altamente competitivos por espaço e nutrientes em meio de cultura 

BDA. 

De acordo Bosah et al. (2010),  a avaliação do teste de cultura pareada é de grande 

relevância na área de controle biológico de fitopatógenos, uma vez que o alto desempenho neste 

teste sugere que os isolados Aspergillus e R22A3 avaliado no teste de pareamento são eficazes 

na colonização rápida das estruturas do patógeno, o que aumenta o potencial do isolado para 

exercer o hiperparasitismo e, sobretudo, a competição por espaço e nutrientes(MARTINS-

CORDER; MELO, 1998; CARVALHO et al., 2011). É importante salientar que os mecanismos 

de ação avaliados neste teste de pareamento, estão de acordo com o crescimento medido pelo 

Grid, em comparaçãocom as placas controles, conforme a Tabela 1. 

 

Tabela 1 – Área de crescimento dos microrganismos e porcentagem de inibição dos fungos 

patogênicos pelos fungos de rejeito de mineração 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autora, 2024. 

Microrganismos Controle (mm2) Confronto (mm2) Inibição (%) 

Aspergillus (R21B1)    

Macrophomina phaseolina 9000 2583,33 71,3 
 

R22A3        

Macrophomina phaseolina 9000 2150,00 76,11 
Aspergillus (R21B1)       

Fusarium solani 3441,67 1108,33 67,8 
R22A3       

Fusarium solani 3441,67 1108,33 67,8 
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Gráfico- 1: Curva de crescimento do Co-cultivo dos fungos R21B1 e   R22A3 e o 

fitopatógeno M. phaseolina  em meio sólido ( A- Aspergillus (R21B1 e  B-  R22A3). 

Conforme Monte et. al. (2019) os mecanismos que inibem os fungos fitopatogênicos, 

tais como as espécies Aspergillus e R22A3 são o micoparasitismo, a antibiose e a competição. 

Na maioria dos casos, quanto mais complexo o mecanismo que o isolado oferece, melhor será 

o seu poder de controlar o fitopatógeno 

Os fungos de rejeito de mineração  Aspergillus e R22A3 empregados nesse estudo, 

revelaram a ação antagonista frente aos dois fungos fitopatogênicos (F. solani e M. phaseolina). 

Dessa forma, foi possível determinar os valores percentuais de inibição de cada fungo em 

confronto pareado, por meio do crescimento das colônias, segundo os Gráficos ( 1 e 2). 

 

 

 

     

   

 

 

 

 

 

    

    

    Fonte: Autora, 2024. 

 

 

Gráfico- 2: Curva de crescimento do Co-cultivo dos fungos da aŕea de mineração  e o 

fitopatógeno F. solani em meio sólido ( C- Aspergillus (R21B1 e  D- R22A3). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

    Fonte: Autora, 2024 
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Após as análises, verificou-se que os isolados Aspergillus  inibiram cerca de 71,3% do 

M. phaseolina, enquanto o R22A3 apresentou de 76,11%, entretanto para o F. solani o 

Aspergillus  e R22A3 inibiram 67,8% para ambos  (Figura 10).  De acordo com Lana et al. (2016) 

a inibição do crescimento micelial acima de 50% demonstra seu potencial como agente de 

biocontrole. Em função desse resultado, os microrganismos foram selecionados para cultivo 

líquido e obtenção de extratos. 

Figura 11:  Potencial de inibição dos microrganismos fitopatogênicos de soja  A- Controle 

R21B1; B- Controle R22A3 ; C - Controle M. phaseolina; D- Controle F. solani; E - 

Confrontamento M. phaseolina + R21B1; F - Confrontamento M. Phaseolina + R22A3; G- F. 

solani + R21B1 e H- F. solani +  R22A3. 

  

 

  

 

  

 

      

 

 

   

 

 

 

  Fonte: Autora, 2024. 

 

5.2. Avaliação dos efeitos dos voláteis  

Os resultados observados em relação ao efeito dos metabólitos voláteis constam na 

Tabela 2. Os isolados   Aspergillus e R22A3  apresentaram diferentes respostas em relação à 

inibição do crescimento dos patógenos. Em relação ao percentual de inibição do crescimento 

micelial, os isolados Aspergillus e R22A3 testados apresentaram uma produção de metabólitos 

capazes de inibir o crescimento micelial do fungo Fusarium solani.  
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Tabela 2- Percentual de inibição dos Compostos Voláteis dos fungos patogênicos pelos 

fungos de rejeito de mineração. 

Fonte: Autora, 2024. 

 

Nos testes para a análise dos metabólitos voláteis, as placas controles contendo os 

patógenos colonizaram grande parte da superfície do meio de cultura. Após a exposição aos 

metabólitos voláteis, verificou-se uma redução no crescimento micelial do fitopatógeno 

Fusarium solani em comparação com o tratamento controle, conforme o Gráfico 3. 

Gráfico 3: Fitopatógeno Fusarium solani  após exposição aos metabólitos voláteis A- 

Aspergillus (R21B1 ) e  B- R22A3 após 7 dias de incubação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 Fonte: Autora, 2024. 

 

Segungo Chargas junior et al. (2018)  verificou-se que após as medições os isolados 

Aspergillus (R21B1)  inibiram cerca 72,64% F. solani, enquanto o R22A3 apresentou 72,2% do 

F. solani (Figura 11). Entretanto, assim como o M.  phaseolina o Aspergillus (R21B1)  e R22A3  

Microrganismos Controle (mm2) Compostos voláteis (mm2) Inibição (%) 
Aspergillus (R21B1)    

Macrophomina phaseolina 9000 9000 0,0 
 

R22A3        

Macrophomina phaseolina 9000 9000 0,0 
Aspergillus (R21B1)       

Fusarium solani 3441,67 941,6667 72,64 
R22A3       

Fusarium solani 3441,67 958,3333 72,2 

A B 
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produzem compostos voláteis mas somente o F. solani é sensível à exposição deles. Isso 

dependerá da atividade de defesa desempenhada, da produção de substâncias inibitórias e  da 

estrutura física dos isolados . 

 

 

 

 

 

  

                   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

           Fonte: Autora, 2024 

 

5.3. Caracterização dos micros-extratos por CLAE 

Após a análise do HPLC, as amostras apresentaram resultados divergentes  do que se 

estava esperava, uma vez que, na área de contato, esperava-se, que fossem produzidas 

substâncias capazes de inibir os fungos fitopatógenos ou que nas areas de controle fossem 

produzidas alguma subtância mais intensa que fosse capaz de inibir o crescimento micelial dos  

os fungos patogênicos. No entanto, o que verificou-se foi que os fungo patogênicos estavam 

inibindo os fungos de mineração. Dessa forma, para que essas afirmações fossem confirmadas 

seria refazer as análise selecionando novos comprimentos de onda entre 215 nm, 254 nm, 280 

e 365nm para que, dessa forma, obtivessem resultados mais concretos. 

 

Figura 12:Fusarium solani em placa de Petri com meio BDA após a 

exposição aos metabólitos voláteis (A- Controle Fusarium; B-  Fusarium 

e R21B1; C- R21B1;D- Fusarium solani; E-  Fusarium e R22A3; F- R22A3 

e G- Fusarium solani). 
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 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

No teste de pareamento de culturas in vitro, para os fungos fitopatógenos F. solani e M. 

phaseolina  frente aos isolados R21B1 e R22A3 apresentaram mecanismos capazes de inibir o 

crescimento micelial dos mesmo.  Os isolados R21B1 e R22A3 inibiram 71,3 % e 76,11% do M. 

phaseolina, para o F. solani o percentual de inibição foi de 67,8% micelial para ambos. 

Para o teste de metabólitos voláteis, os  isolados R21B1 e R22A3 apresentaram  maior 

inibição para o fungo F. solani de 72,64% e 72,2%, entretanto para o M. phaseolina não 

apresentaram sensibilidade aos compostos voláteis visto que ambos produzem compostos 

voláteis. 

 No entanto, para a caracterização dos micros-extratos não foi possivel apresentar 

resultando concisos, sendo necessário reafazer as análises observando novos comprimentos de 

onda para que se obtivessem resultados mais concretos. 

 Com isso, os resultados encontrados neste trabalho estimulam além da realização dos 

ensaios laboratoriais, mais estudos desses isolados, afim de verificar sua eficiência no controle 

in vivo de doenças em plantas. 
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