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ABSTRACT

Metabolite Production by a Mutant of Talaromyces flavus
and its Effect on Phytopathogenic Fungi

One new mutant, T4, from Talaromyces flavus isolated through UV light has shown to pro-
duce a potent metabolite that inhibits the mycelial growth of the phytopathogenic fungi:
Sclerotium rolfsii, Fusarium solani, Verticillium dahliae, Rhizoctonia solani, Sclerotinia
sclerotiorum and F. solani f.sp. phaseoli. The metabolite at 1:100 dilution completly inhibited
the sclerotia germination of S. rolfsii. The wild-type IK also inhibited, although weakly, the
mycelial growth of those fungi. 4
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RESUMO

Metabdlitos de uma linhagem mutante de Talaromyces flavus, mostraram ter um potente
efeito inibitério sobre o crescimento micelial dos seguintes fungos fitopatogénicos:
Sclerotium rolfsii, Fusarium solani, Verticillium dahliae, Rhizoctonia solani, Sclerotinia
sclerotiorum e Fusarium solani f.sp. phaseoli. Os metabdlitos, mesmo diluido 100 vezes,
inibiram completamente a germinagfo de esclerédios de S. rolfsii. A linhagem parenteral IK

também inibiu o crescimento micelial daqueles fungos numa menor extensio.

Palavras-chave: Talaromyces flavus, metabdlito, fungos fitopatogénicos.

INTRODUCAO

Talaromyces flavus (Klocker) Stolk & Sam-
son (Anamorfo de Penicillium vermiculatum) é
um potencial agente de controle de fungos fitopa-

Recebido em 11 de maio de 1995
Aceito em 3 de margo de 1997
Distribuido em 31 de maio de 1997
Correspondéncia para: Itamar S. Melo
e-mail: itamar@cnpma.embrapa.br

togénicos importantes, entre os quais Verticillium
dahliae (Marois et al., 1982), *Sclerotinia sclero-
tiorum (McLaren et al., 1986), Rhizoctonia solani
(Boosalis, 1956). (*Nagtzaam, 1995). Apesar de
pesquisas intensivas sobre a capacidade de T. fla-
vus em reduzir a incidéncia de doengas causadas
por patégenos de solo, o mecanismo de controle
n#o € claramente compreendido.

Os mecanismos envolvidos no controle bio-
légico por este fungo sdo antibiose, competicio e
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micoparasitismo. O sucesso do antagonismo pode
ser atribuido 4 uma combinagdo destes modos de
acao.

Talaromyces flavus produz um antibidtico, o
talaron com forte atividade antiftingica, bacteriana
e com atividade contra protozodrios (Mizuno et
al., 1974 e Kim et al., 1986). Fravel et al. (1987)
relataram que este metabdlito causa a inibicdo do
crescimento micelial de V. dahliae e mata seus mi-
croesclerédios. Este composto, assim identificado,
resultante da reagdo de glucose oxidase (B-D-glu-
cose oxigénio redutase) (Kim et al., 1988), catali-
sa a oxidagdo de glucose a gluconato e per6éxido
de hidrogénio na presenca de oxigénio molecular.
O fungo também produz outros tipos de antibi6ti-
€0s, quais sejam vermicilina, vermiculina, vermis-
tatina e dcido-2-metil sérbico (Fuska et al., 1972,
1979; Proska et al., 1992).

Neste trabalho apresentamos resultados da
produgio de metabdlitos por duas linhagens de T.
flavus, uma selvagem e outra, um mutante prove-
niente daquela, e seus efeitos no crescimento de
fitopatgenos.

MATERIAL E METODOS

Fungo: Duas linhagens de Talaromyces fla-
vus foram utilizadas neste trabalho; uma selvagem
(IK) proveniente do International Mycological
Institute, Inglaterra e outra um mutante (T4) pro-
veniente da linhagem IK obtido através de irradia-
¢do com luz ultra violeta, por 1.8 minutos, de
ondas curtas (5 joules/mzls), usando-se uma 1am-
pada Mineralight, modelo UVSL-25, 115 volts, 60
H, 0.16 amps, no escuro. Para isto empregou-se
um tempo de irradiacdo capaz de matar 95% dos
conidios. Este tempo de irradiacao foi obtido ap6s
um teste preliminar para determinar a curva de so-
brevivéncia dos conidios.

. Produgdo de metabdlito: O fungo foi manti-

do em BDA (batata-dextrose-agar) e para produ-
¢do do metabdlito utilizou-se o meio liquido BD
em erlenmeyers de 1000 ml contendo 350 ml de
meio. As culturas foram incubadas & 28°C por 7
dias em agitador (120 rpm). Apoés este periodo
procedeu-se a filtracdo para separacdo da biomas-
sa, o sobrenadante foi extraido com acetona em
baixa temperatura, e logo em seguida com acetato
de etila para estudo da sua atividade biol6gica
contra os seguintes fungos: Sclerotium rolfsii, Fu-
sarium solani, Verticillium dahliae, Rhizoctonia
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solani, Sclerotinia sclerotiorum e F. solani f.sp.
phaseoli.

Ensaio experimental: Os ensaios foram rea-
lizados em placas de Petri contendo BDA, inocu-
lando-se os patégenos a 1 cm das bordas e
simultaneamente pipetando-se sobre os discos de
antibidticos 5 pl do metabdlito concentrado em
rotavapor e/ou este diluido em acetato de etila. Os
discos foram posicionados a 1 cm da outra borda
de cada placa. As avaliagdes do crescimento mice-
lial foram efetuadas quando o crescimento dos .
fungos nos tratamentos controle atingiu todo o
didmetro da placa que, aconteceu em tempos dife-
renciados para determinados patégenos. Os efeitos
dos metabdlitos também foram testados sobre a
germinacdo dos esclerédios de Sclerotium rolfsii,
um patégeno de culturas de importéncia agricola.
Esclerddios de 10 dias de idade foram imersos por
15 minutos no metabdlito e apds este tempo 0s es-
clerédios foram enxaguados em édgua destilada es-
terilizada, secos em papel de filtro e plaqueados
em meio Agar-agua. Observagio da germinagio
foi efetuada com auxilio de um microscopio este-
reoscopio.

O delineamento adotado foi o inteiramente
casualizado com 4 repeti¢des. O ensaio foi repeti-
do duas vezes.

Caracterizacdo cultural e morfoldgica: Tan-
to 0 mutante quanto a linhagem selvagem foram
cultivados em BDA a fim de se observar seus pa-
drdes de crescimento micelial e esporulagdo. Dis-
cos de meio de cultura contendo micélio e
conidios com 0,7 cm de didmetro, foram retirados
das margens de coldnias de 14 dias e transferidos
para o centro de placas de Petri contendo BDA.
Foram determinados o didmetro das coldnias e es-
porulacdo ap6s 14 dias de incubagdo a 25°C sob
luz fluorescente continua. O delineamento foi em
blocos ao acaso com trés repeticdes. Este ensaio
foi repetido duas vezes.

O tamanho (comprimento e largura) dos co-
nidios das duas linhagens foi medido através de
observagdes microscOpicas com auxilio de uma
ocular micrométrica (100 conidios de cada linha-
gem, cultivados em meio BDA por 14 dias).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Detectaram-se diferencas quanto ao efeito
dos metabdlitos produzidos pelas linhagens de T.
flavus bem como sensibilidade dos pat6genos a
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TABELA I
Espectro de acio de metabdlitos de Talaromyces flavus, IK
e T4, na inibicio do crescimento micelial.

TABELA II
Inibicio da germinacéo de esclerédios de S. rolfsii por
metabdlitos téxicos das linhagens de Talaromyces flavus,

% de inibig¢do de
Patégenos crescimento micelial

IK T4
Sclerotium rolfsii 21.79 bA 52.25 aA
Fusarium solani 16.00 aAB 49.11 aB
Verticillium dahliae 19.90 bAB 29.27 aA
Rhizoctonia solani 6.44 bBC 29.10 aB
Sclerotinia sclerotiorum 5.09 bBC 20.68 aB
Fusarium solani f.sp. phaseoli 0.00 bC 20.50 aB

Meédias seguidas da mesma letra maitiscula ndo diferem entre
si, para comparagao entre patgenos dentro de Talaromyces.
Médias seguidas da mesma letra mindscula nao diferem entre
si para comparagio de Talaromyces dentro de patégenos.
D.M.S. 1% = 13.32022

estas substincias, mostrando que ocorrem varia-
¢Oes quantitativas e qualitativa (Tab. I).

Estes metabdlitos apresentam ponto de fusdo
caracteristicos, T4 = 22,8212°C e IK =
21,7748°C, sendo termoldbeis e, portanto, manti-
dos sobre refrigeracéo para os bioensaios.

O mutante T4, de cor branco cotonoso, apre-
senta estabilidade genética e taxa de crescimento,
tanto em meio s6lido como em meio liquido, su-
perior a linhagem parental. Outros mutantes pro-
venientes da linhagem IK foram obtidos, porém
sem nenhum efeito sobre estes organismos testes.
Esta mesma linhagem além de apresentar potente
efeito antibidtico apresenta crescimento rapido em
BDA. ;

A linhagem mutante T4 exerceu um potente
efeito inibitério em fungos fitopatogénicos estuda-
dos, em comparagdo com a linhagem parental.
Sclerotium rolfsii foi o fungo mais sensivel aos
metabdlitos produzidos pelas linhagens.

Além da inibi¢do do crescimento micelial de
fitopatégenos foi estudado também o efeito de
metabdlitos na germinacdo de esclerdédios de S.
rolfsii (Tab. II).

Verificou-se que a germinag@o de escler6-
dios foi totalmente reduzida, mesmo com 1% de
concentracdo do “pool” de antibiéticos e enzimas,
nio purificados da linhagem T4.

A mutacgio efetou, provavelmente, os genes
que codificam a produgdo de antibidticos e enzi-
mas como observado por Madi ez al. (1992). Es-

linhagens IK e T4.
Concentragio de % de germinagdo de esclerédios
metabdlitos (%) de S. rolfsii
T4 IK acetato de etila
100.0 0.0 0.0 100.0
50.0 0.0 0.0 100.0
10.0 0.0 0.0 100.0
1.0 0.0 100.0 100.0
0.1 100.0 100.0 100.0
0.0 100.0 100.0 100.0

tes, estudando a heranga das propriedades de anta-
gonismo e atividade de enzimas liticas e antibi6ti-
cos contra V. dahliae e Sclerotium rolfsii, notaram
que as variacGes quantitativas em cada uma das
enzimas envolvidas no controle de fitopatégenos,
é provavelmente, governada por alguns genes es-
truturais e varios genes controladores.

A linhagem T4 inibiu a germinag&o de escle-
rédios de Sclerotium rolfsii em concentracdo me-
nor se comparada a IK, esta diferenca pode ser
atribuida ao conjunto de antibiéticos e enzimas
produzidas pela mesma, variando em proporc¢do
e/ou estrutura quimica.

Os metabdlitos produzidos pela linhagem
T4, efetiva em inibir os patégenos, poderiam ser
fracionados, suas estruturas moleculares determi-
nadas, e propiciar um modelo de sintese para me-
lhores fungicidas ou selecionados como reguladores
de crescimento de plantas.

A producdo de antibiéticos pode ser melho-
rada através de técnicas cldssicas de genética,
como a indugdo de mutacdo e selecdo, aumentan-
do, portanto, a variabilidade genética e as chances
de se obter linhagens melhoradas com potencial
de controle de doengas de plantas.

TABELA III
Crescimento e esporulacéo de Talaromyces flavus,
linhagens IK (selvagem) e T4 (mutante) em meio BDA.

Linhagens Crescimento Esporulagdo
micelial (cm) (x10* conidios/ml)
T4 8.00A 0,750 A
IK 376 B 1,750 B

Médias seguidas das letras diferentes diferem entre si ao nivel
de 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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A linhagem mutante, T4 apresentou um rapi-
do crescimento micelial, atingindo toda a placa j
no 7° dia de incubagdo, ao passo que a linhagem
selvagem apresentou um crescimento mais lento.
Por outro lado, esta apresenta uma boa taxa de es-
porulacdo. Em condi¢des de solo natural (ndo au-
toclavado), o mutante T4, quando inoculado em
plantas de berinjela e com solo infestado artificial-
mente com o patégeno Verticillium dahliae, apre-
sentou melhor controle da doenca do que a
linhagem selvagem (dados ndo mostrados).

Um excelente agente de biocontrole deve
crescer rapidamente e produzir substincias, como
antibiéticos e enzimas, em nivel que impeca o
crescimento de fitopatégenos de solo na rizosfera
das plantas esta caracteristica foi obtida para este
mutante, T4, de T. flavus.

O mutante T4 apresenta conidios (1,016 pm
de comprimento e 1,024 um de largura) menores
do que a linhagem selvagem (2,012 um compri-
mento X 1,082 um largura) mostrando que podem

ocorrer variagdes quando adotado este procedi-
mento para o melhoramento.

CONCLUSOES

— Os metabdlitos produzidos pela linhagem
T4 (mutante) apresentam amplo espectro de agio e
sdo melhores que o selvagem para inibir os paté-
genos Sclerotium rolfsii, Verticillium dahliae, Rhi-
zoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum e
Fusarium solani f.sp. phaseoli quando o parame-
tro avaliado foi a % de inibicdo de crescimento
micelial.

— Os metabdélitos produzidos por T4 inibem
a germinacgdo de esclerddios de Sclerotium rolfsii
a uma concentracio menor se comparado ao IK
(selvagem), sendo portanto, promissores para con-
trolar esta estrutura de resisténcia.

Nota — E. S. Saito é pés-graduando da UNESP, Campus de
Rio Claro, SP. I. S. Melo € bolsista do CNPq.
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