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A agricultura € um setor econdmico que influencia de forma
significativa o desenvolvimento de um pais e uma pratica produtiva
indispensavel para a producdo de alimentos. O estudo de
alternativas que otimizem a agricultura de forma sustentavel é
essencial. Os inoculantes agricolas sdo produtos contendo
microrganismos benéficos para as plantas. O fungo Pochonia spp.
possui potencial para o desenvolvimento de inoculante, visto que é
um parasita de ovos e fémeas de espécies de fitonematoides, sendo,
portanto, muito utilizado para o controle biolégico de
fitonematoides dos géneros Heterodera e Meloidogyne. Diversos
mecanismos de interacdo entre Pochonia e fitonematoides ja foram
elucidados. Outra aplicacdo que recentemente vem sendo muito
estudada € a utilizagcdo de Pochonia para promogdo de crescimento
vegetal, que ja foi relatada em culturas como a soja e alface. Para a
producdo industrial de um inoculante a base de Pochonia, a
formulagdo de um meio de cultura vidvel é um dos maiores
desafios, sendo necessério um estudo detalhado sobre nutri¢do
microbiana. Este artigo de revisdo descreve a taxonomia de
Pochonia, suas aplica¢des na agricultura e explora uma perspectiva
de formulacdo de um meio de cultura alternativo que atenda as
exigéncias nutricionais do fungo.

Palavras-chave: Biocontrole. Fermentagdo. Crescimento vegetal.
Fitonematoides. Agricultura.

POTENTIAL OF Pochonia spp. FOR THE
PRODUCTION OF INOCULANTS

ABSTRACT

Agriculture is an economic sector that significantly influences a
country's development and an indispensable productive practice for
food production. The study of alternatives that optimize agriculture
in a sustainable way is essential. Agricultural inoculants are
products containing beneficial microorganisms for plants. The
fungus Pochonia spp. it has the potential for the development of
inoculants, since it is a parasite of eggs and females of species of
phytonematodes, being, therefore, widely used for the biological
control of phytonematodes of the genera Heterodera and
Meloidogyne. Several mechanisms of interaction between Pochonia
and phytonmatoids have been elucidated. Another application that
has recently been widely studied is the use of Pochonia to promote
plant growth, which has already been reported in crops such as soy
and lettuce. For the industrial production of an inoculum based on
Pochonia, the formulation of a viable culture medium is one of the
greatest challenges, requiring a detailed study on microbial
nutrition. This review article describes the taxonomy of Pochonia,
its applications in agriculture and explores a perspective of
formulating an alternative culture medium that meets the nutritional
requirements of the fungus.
Keywords: Biocontrol, Fermentation, Plant
Phytonmatoids. Agriculture.

growth,
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1. INTRODUCAO

O Brasil é considerado o pais com maior
potencial agricola no mundo (BUONAFINA,
2017). Diante da importancia da agricultura no
pais, varios produtores fazem uso de produtos
guimicos devido a deficiéncia nutricional do solo
de algumas regides e doencas causadas por
patégenos, porém estas praticas podem ser
prejudiciais ao meio ambiente, fazendo-se
necessario buscar por alternativas sustentaveis
(TEIXEIRA et al., 2011).

Os inoculantes sdo substancias que
contém microrganismos viaveis que favorecem o
desenvolvimento  vegetal, a maioria sédo
constituidos por bactérias que realizam a fixacao
biologica de (MAPA, 1981;
VIVANCO-CALIXTO et al., 2016).

O fungo Pochonia é antagonista de

nitrogénio

fitonematoides e promotor de crescimento
vegetal (PCV) e pode ser utilizado na formulagéo
de inoculantes (DALLEMOLE-GIARETTA et
al., 2015, HERNANDEZ & DIAZ, 2008).

Esta revisdo de literatura explora dados
literarios referentes ao fungo Pochonia spp. a fim
de elucidar sua natureza, taxonomia e estudos
mais relevantes sobre sua aplicacdo na

agricultura.

2. TAXONOMIA E MORFOLOGIA

O género Pochonia foi criado em 1965
guando micologistas brasileiros isolaram a
espécie Pochonia humicola de solo do nordeste
do Brasil (BATISTA & FONSCECA, 1965). A
taxonomia do fungo havia sido descrita muito
antes, porém atribuida ao género Verticillium sob

0 nome de Verticillium chlamydosporium, em

2001 o fungo V. chlamydosporium tornou-se do
género Pochonia e foi renomeado & Pochonia
chlamydosporia com base em estudos de
morfologia e genética molecular (ZARE et al.,
2001).

Atualmente, o género  Pochonia
compreende uma Unica espécie dividida em cinco
variedades, séo elas: chlamydosporia, catenulata,
ellipsospora, spinulospora e mexicana. As
espécies semelhantes & Pochonia que foram
inicialmente acomodados a este género,
atualmente pertencem a um novo género
denominado Metapochonia (EVANS & KIRK,
2017).

Pochonia spp. se reproduz de forma
assexuada ou sexuada. A Tabela 1 demonstra a
classificagdo taxonbmica detalhada de P.

chlamydosporia conforme sua reprodugao.

Tabela 1 — Taxonomia de P. chlamydosporia (ZARE
et al., 2001)

Classificacio Sexuada Assexuada
Reino Fungi Fungi
Filo Ascomycota Deuteromycota
Classe Ascomycetes Hyphomycetes
Ordem Hypocreales Moniales
Familia Clavicepitaceae Moniliaceae
Género Metacordyceps Pochonia
Espécie Metacordyceps Pochonia
chlamydosporia  chlamydosporia
Variedade - Pochonia
chlamydosporia
var.

chlamydosporia

Fonte: Autora

A reproducdo assexuada de Pochonia
acontece por meio de conidios ou clamiddsporos,
sendo o primeiro caracterizado por sua estrutura
unicelular de facil propagacdo e a segunda por
serem estruturas multicelulares, resistentes e que
mantém sua viabilidade por longo tempo em
condi¢cbes ambientais ndo favoraveis a sua

germinacdo, sendo preferencialmente utilizados
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como fonte de inéculo (KERRY & BOURNE,
2002).

As hifas de Pochonia sdo septadas,
hialinas, com micélio aéreo fino, possuem
coloracdo branca no inicio do cultivo e adquire
cor bege ao decorrer da produgdo de
clamiddsporos, em meio agar extrato de malte
(MEA) as colénias do fungo atingem entre 20 a
38 mm em 10 dias de incubacdo (ZARE et al.,
2001).

As estruturas microscopicas dos isolados
apresentaram-se com presenca de clamiddsporos,
fidlide fina e alongada, conidios em formato
ovoides em aglomerados e micélios aéreos
(NAGESH et al., 2007), (Figura 1).

Figura 1 — Caracteristicas morfol6gicas de Pochonia
em MEA. A) Morfologia macroscopica, B)
Morfologia microscépica (aumento 400x). A seta em
vermelho destaca a presenca de clamidésporo.

Fonte: Autora

E um fungo saprofita, anamorfico,
enddéfito e parasita de ovos e fémeas de espécies
de fitonematoides (GHAHREMANI et al., 2019).

3 ANTAGONISMO DE FITONEMATOIDES

Os fitonematoides sdo organismos
vemiformes com comprimento entre 0,2 a 3 mm
gue habitam o solo e sua principal fonte de
nutrientes sdo as raizes das plantas, onde
parasitam e causam doencas. As perdas causadas
por nematoides em paises tropicais e subtropicais

sdo dificeis de serem estimadas, principalmente

porque nestas regides o clima favorece a
reproducdo destes organismos (CHARCHAR,
1999).

Os nematoides mais populares sdo os que
constituem o género Meloidogyne e Globodera, o
primeiro constitui espécies conhecidas como
nematoide das galhas e sdo parasitas de raizes e
caules, os nematoides do género Globodera
despertam grande preocupacdo, pois possuem a
capacidade de permanecerem viaveis no solo na
forma de cistos por longos periodos, por isso sao
popularmente conhecidos como nematoide dos
cistos (PINHEIRO et al., 2015).

Outras  espécies de  importancia
econdmica sdo: Pratylenchus (nematoide de
lesbes necroéticas), Dithylenchus (nematdide da
haste e bulbo) e Scutellonema (nematodide da
casca preta) (RAMIREZ et al., 2021).

O ciclo de vida dos nematoides varia de
acordo com a espécie, mas em geral o ciclo
basico compreende a fase do ovo, seguido de
quatro estagios juvenis (J1, J2, J3 e J4) havendo
a troca de tegumento entre o0s estagios, e
finalmente a fase adulta (WHARTON, 2011).

3.1 Interagdes fungo-nematoide

Acredita-se que enzimas extracelulares
secretadas pelo fungo desempenham papel
fundamental no rompimento da casca dos ovos
de nematoides e colonizagao do corpo do juvenil.
A enzima protease VCP1, foi extraida e
purificada de P. chlamydosporia e observou-se
que é capaz de remover o revestimento proteico
da casca de ovos de Meloidogyne (SEGERS et
al., 1996), enzimas quitinase produzidas por P.

chlamydosporia também apresentaram
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antagonismo contra ovos de nematoides
(TIKHONOV et al., 2002).

As enzimas protease e quitinase sdo
importantes para romper a casca dos ovos de
nematoides que sdo compostas por uma camada
vitelina proteica externa, uma camada de quitina,
uma matriz proteica embebida em microfibrilas
de quitina e uma camada lipidica interna (BIRD
& MCCLURE, 1976).

As serinas proteases sdo as enzimas
protease mais codificadas pelo genoma de
Pochonia. Em P. chlamydosporia foram
identificadas as serinas proteases VCP1, P32 e
SCP1 (SEGERS et al., 1996, LOPEZ-LLORCA
& ROBERTSON, 1992, LOPEZ-LLORCA et
al., 2010). Apds a agdo das proteases na casca do
ovo, a camada de quitina é exposta, a partir de
entdo as endoquitinases produzidas pelo fungo
clivam aleatoriamente a cadeia de quitina
enguanto as hexoquinase clivam a quitobiose e as
N-acetyl-BD-glucosaminidases retiram 0S
mondmeros de glucosamina da quitobiose
(MORTON et al., 2004).

A primeira quitinase purificada de
Pochonia foi a 43 kDa endochitinase — CHI43,
foi demonstrado que esta enzima age
sinergicamente com a protease P32 em ovos de
G. pallida (TIKHONOV et al., 2002), o gene
pcchi4d4 que codifica uma endoquitinase
extracelular de P. chlamydosporia foi isolada e
clonada, a quitinase recombinante PCCHI44 de
44 kDa foi purificada e demonstrou viruléncia
contra Meloidogyne incognita (Ml et al., 2010).

A relacdo entre producdo de enzimas
(quitinases, esterases, lipases e serina protease)
por diferentes isolados de P. chlamydosporia e
seu crescimento parasitéario e saprotréfico foram

estudados, observou-se que a produgdo de

enzimas pelo fungo varia de acordo com o0 meio
de cultivo, assim como a quantidade de enzimas
produzidas varia conforme o isolado (ESTEVES
et al., 2009).

Outro fator relacionado a caracteristica
nematicida do fungo é a producdo de metabdlitos
secundarios. A classificagdo 34 metabdlitos
secundarios de P. chlamydosporia foram
reportadas, dos metabolitos identificados,
piranonas  fomamalactona e  aurovertinas
mostraram ter atividade nematicida (NIU, 2017).

O parasitismo feito por Pochonia inicia-
se com a adesdo do fungo ao alvo, este processo
é realizado com auxilio de algumas
glicoproteinas que conferem aderéncia das hifas
e conidios aos ovos de nematoides, geralmente
esta etapa inicia-se em um ambiente Umido
(LOPEZ-LLORCA et al., 2002; NICHOLSON &
MORAES, 1980).

A segunda etapa do parasitismo é
marcada pela penetracdo do fungo no hospedeiro,
este processo acontece por meio de enzimas
extracelulares. Além das enzimas, Pochonia é
capaz de produzir apressérios na ponta dos tubos
germinativos e nas hifas laterais e terminais que
agem com forca mecanica auxiliando na
perfuracdo da casca dos ovos (LOPEZ-LLORCA
& CLAUGHER, 1990).

Apods a penetracdo, o fungo coloniza o
tecido do hospedeiro para absorver os nutrientes
e aumentar sua capacidade reprodutiva. P.
chlamydosporia utiliza agucares como a trealose
presente nos ovos e nos juvenis como fonte de
carbono e coloniza as células de alimentacdo
presente nas fémeas para absorver os nutrientes
vegetais (YEN et al., 1996; WHARTON, 2011).
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3.2 Pochonia como agente de biocontrole na no

manejo integrado de pragas

Regibes de clima temperado testaram a
aplicagdo de Pochonia associado ao manejo
integrado de pragas (MIP), experimentos em
campo realizados no Reino Unido demonstraram
que o fungo é capaz de reduzir em 50% a
presenca de G. pallida na cultura da batata
(TOBIN et al., 2008b).

O produto comercial Klamic® a base P.
chlamydosporia var. catelunata foi testado em
plantacdes de beterraba na Cuba, onde ocorriam
perdas de 70% no cultivo devido a incidéncia de
M. incognita. Observou-se que seis meses apos a
aplicacdo a concentracdo de Pochonia na
rizosfera manteve-se alta e houve colonizagéo de
cerca de 90% dos ovos (HERNANDEZ & DIAZ,
2008).

O controle de M. javanica em culturas de
alface e cenoura foi testado em condi¢fes de
campo utilizando um produto a base de P.
chlamydosporia em fase de desenvolvimento.
Foram testadas diferentes doses por metro
guadrado de cada parcela experimental e
concluiu-se que as doses de 3,8 e 9,5 g do
produto reduziram o nimero de galhas em 46,0%
e 38,9% nas raizes, o nimero de ovos de
nematoides no solo foi reduzido em 52,3% e
53,1%, respectivamente, além disto, notou-se o
aumento no desenvolvimento das plantas
(DALLEMOLE-GIARETA et al, 2013).

A interacdo de P. chlamydosporia var.
catenulata com as espécies Rhizobium sp.,
Trichoderma harzianum e Glomus clarum, foi
avaliada, os experimentos foram conduzidos em
estufa utilizando a cultura do feijdo e tomate, 0s

resultados demostraram que houve

compatibilidade entre P. chlamydosporia,
Rhizobium, T. harzianum e G. clarum e menor
namero de juvenis de M. incognita no solo foi
encontrado nos tratamentos que incluiram P,
chlamydosporia var. catenulata (PUERTA et al,
2006).

A compatibilidade da aplicacdo de
Pochonia associado ao fungicida azoxistrobina
foi avaliada, os resultados demonstraram que o
fungo possui sensibilidade inicial a este quimico,
porém ao longo do tempo o fungo se reestabelece
tornando-se capaz de infectar os cistos de
nematoides (TOBIN et al, 2008a).

Um estudo de patogenicidade e
toxicidade aguda (oral e dérmica) foram
realizados com o objetivo de avaliar a seguranga
da interagdo do fungo P. chlamydosporia com
organismos ndo alvos, 0s exames demonstraram
gue os animais que receberam doses contendo
esporos do fungo ndo apresentaram letalidade,
toxicidade ou patogenicidade, comprovando a
seguranca da manipulacdo do fungo (GARCIA et
al., 2004).

Segundo  Manzanilla-Lépez et al.,
(2013), 0 uso de P. chlamydosporia no manejo
integrado de pragas € uma proposta interessante,
porém é necessario entender melhor a biologia
do fungo, realizar o sequenciamento completo do
genoma, conhecer melhor 0s genes responsaveis
pela caracteristica nematicida, reduzir as taxas de
aplicacdo, otimizar a producdo e métodos de
formulacdo e aumentar os ensaios de validacdo
em condi¢bes de campo, além disto o autor
ressalta que o biocontrole depende de uma

cuidadosa selecédo da cepa.
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4 PROMOCAO DE CRESCIMENTO
VEGETAL

Espécies de P. chlamydosporia e P.
rubescens foram estudadas nas culturas do trigo e
cevada. Experimentos conduzidos em tubos de
crescimento demonstraram que o0s fungos
aumentaram o comprimento efetivo da raiz das
mudas de cevada, ja em experimentos realizados
em vasos, a espécie P. chlamydosporia aumentou
0 peso do rebento das plantas de trigo
(MONFORT et al., 2005).

Deepa et al (2011) conduziu um
experimento em um jardim citrico de Citrus
limonia L. de nove anos, uma formulagdo de
talco contendo P. chlamydosporia foi aplicado a
uma profundidade de 20-30 cm e 120 cm de
distancia do tronco das arvores, os resultados
demonstraram maior rendimento das frutas em
81,66%.

A promogéo de crescimento também foi
observada em plantas de alface, no qual houve
aumento dos parametros vegetativos na area de
menor fertilidade do solo quando foram
utilizadas doses de 10 e 30 g do produto, que
consistiu em grdos de arroz colonizados por P.
chlamydosporia (DIAS-ARIEIRA et al., 2011).

Dallemole-Giaretta et al (2013) testaram
diferentes doses de produto a base de P.
chlamydosporia para 0 manejo de nematoides em
plantas de alface e notaram que houve maior
crescimento nas plantas inoculadas com o fungo
guando comparadas ao controle.

Em plantas de tomate, o fungo P.
chlamydosporia  colonizou as células da
epiderme e coértex do tomateiro e induziu a
defesa das plantas, além disto, sua colonizacao

endofitica promoveu o crescimento das raizes e

brotos de tomate (ESCUDERO & LOPEZ-
LLORCA, 2012).

Outro estudo também realizado com
tomate demonstrou que isolados de P.
chamydosporia aumentaram significativamente o
crescimento radicular de tomateiro e reduziu o
tempo de floracdo e frutificacdo em até 5 e 12
dias respectivamente e induziu o aumento do
peso dos frutos de tomate maduros, também foi
quantificada a producdo de acido indol acético e
capacidade de solubilizacdo de fosfato mineral
pelo fungo (ZAVALA-GONZALEZ et al,
2015).

Cepas de fungos isolados da Amazonia
foram estudadas quanto a sua capacidade em
solubilizagdo de fosfato de célcio e PCV em
milho e feijao-caupi, dos 22 isolados obtidos,
uma das cepas foi identificada como sendo P.
chlamydosporia, demonstrou ser solubilizante de
fosfato e promoveu crescimento nas raizes de
milho e feijdo-caupi (GOMEZJURADO et al,
2012).

Um estudo avaliou o efeito de P.
chlamydosporia incorporado ao solo e aplicado
na superficie dos canteiros de plantagdo de
cenoura, 0s tratamentos em que o fungo foi
aplicado na superficie dos canteiros aumentou a
producdo total e comercial de raizes de cenoura
em 2535 e 55,03%,
(BONTEMPO et al., 2014).

P. chlamydosporia foi aplicado em raizes

respectivamente

de cevada e os resultados demonstraram que
houve colonizacéao das raizes de forma endofitica
e que o fungo promoveu efeitos de crescimento
nas plantas (MACIA-VICENTE et al., 2009).
Larriba et al (2015) avaliaram a
colonizacdo endofitica de raizes de cevada por P.

chlamydosporia que demonstraram promocao de
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crescimento das plantas e por meio de andlise
transcriptomica do gene do fungo, observaram
uma regulacdo positiva de genes envolvidos na
biossintese de hormonios vegetais, como auxina,
etileno e 4cido jasmonico.

A aplicacdo de P. chlamydosporia em
raizes de plantas de algoddo em casa de
vegetacdo promoveu 0 crescimento vegetal,
aumentando em até 52% o comprimento dos
rebentos, em até 111% o tamanho dos brotos e
em até 37% a massa da raiz das plantas de
algoddo (WANG et al, 2005).

Dallemole-Giaretta et al (2015)
avaliaram trés isolados de P. chlamydosporia
aplicados em sementes de tomate e alface, os
resultados demonstraram que houve promocéo de
crescimento por todos os isolados e que um deles
colonizou o rizoplano de mudas de tomate em
apenas 15 dias e produziu grande quantidade de
clamidosporos.

Um estudo avaliou a inoculacdo de
produto a base de Pochonia (Klamic®) em
diferentes cultivares de bananeira, foi utilizada a
concentracdo de 5,6x10° clamidésporos por
planta, observou-se que as plantas que receberam
0 inoculo apresentaram maior comprimento e
biomassa quando comparadas aos tratamentos
sem inoculacdo (HERNANDEZ et al., 2016).

5 CULTIVO DE Pochonia spp.

Uma das maiores limitagbes para o
desenvolvimento do inoculante liquido a base de
fungo € a dificuldade de formulacdo de meio de
cultura para producdo em escala industrial.

Os conidios e fragmentos de hifas de
Pochonia spp. ndo possuem boa taxa de

sobrevivéncia no solo, principalmente quando

sdo submetidos a fungicidas ou o solo ndo lhes
proporcionam muitos nutrientes, porém 0s
clamidosporos séo resistentes o suficiente para
permanecerem muito tempo sem necessitar de
uma fonte de nutrientes externa, tornando sua
producdo em escala um grande objetivo da
formulacdo de inoculantes (MANZANILLA-
LOPEZ et al., 2013).

Alguns autores relataram que apenas
conidios e hifas de Pochonia sdo produzidos em
meio liquido com agitacdo, os clamiddsporos séo
produzidos apenas em cultivo estatico,
principalmente em fase solida, logo a aplicacéo
de Pochonia geralmente é feita por meio dos
clamidésporos em substrato sélido como arroz,
milheto e grdos de milho triturado
(MANZANILLA-LOPEZ et al., 2013). Os meios
mais comuns para a producdo de clamiddsporos
de Pochonia sdo o0s meios constituidos por
cevada, milho ou trigo moidos com areia
esterilizada (ABRANTES et al., 2002).

Franco (2006) depositou uma patente
com tecnologia e constituicdo de meio de cultura
sintético para a producéo de clamiddsporos de P.
chlamydosporia em meio liguido com
rendimentos de 106 clamiddsporos mL™.

Um estudo avaliou a producdo de
clamidésporos de Pochonia em diferentes
substratos sélidos, concluiu-se que graos de arroz
permitiram maior producdo de clamiddsporos por
grama de substrato independente da umidade e
tipo de esterilizacdo utilizada, o rendimento
méximo obtido foi de 10° clamidésporos mL*
(DALLEMOLE-GIARETTA et al., 2011).

Mo et al, (2005), -cultivaram P.
chlamydosporia em meio liquido variando as
fontes de carbono, nitrogénio, pH e razdo C:N. A

razdo C:N de 10: 1 em pH 3,7 produziu o
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rendimento maximo de conidios e uma razdo
C:N de 40: 1 em pH 6,8 rendeu a biomassa
méxima. As fontes de carbono e nitrogénio que
tiveram melhores resultados foram p6 de batata
doce e peptona de caseina, respectivamente.

Liu & Chen (2003) estudou vinte fontes
de carbono e dezoito fontes de azoto para cultivo
de P. chlamydosporia em fases sélida e liquida,
o0s resultados demonstraram que o fungo cresceu
melhor quando utilizado o glicogénio, inulina,
D(+) galactose e amido soltuvel. As melhores
fontes de nitrogénio foram caseina para cultivo
solido e peptona para cultivo liquida. A auséncia
da vitamina B6 no meio de cultura diminuiu a

producéo de conidios pelo fungo.
6 CONSIDERACOES FINAIS

Pochonia spp. é um fungo que apresenta
aplicabilidade na agricultura, sua propriedade
nematicida e promotora de crescimento de
plantas foi comprovado em diferentes culturas
agricolas. Poucos trabalhos foram realizados
visando otimizar o cultivo de Pochonia com
perspectiva de formulacdo de um inoculante,
sendo necessério mais estudos sobre suas

exigéncias nutricionais.
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