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RESUMO

AGREDO HOYOS, Julian Mauricio. Utilizagao de fungos endofitos do
cacaueiro como biocontroladores da vassoura-de-bruxa. 2008. 51 p.
Dissertacdo (Mestrado em Fitopatologia) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras.*

A doenga mais importante do cacaueiro, a vassoura-de-bruxa, ¢ causada pelo
fungo C. perniciosa, que reduz consideravelmente a produgdo de cacau, vem
sendo tema de estudo nos ultimos anos, destacando-se as pesquisas sobre
controle bioldgico, principalmente mediante uso de fungos endofitos. Os
objetivos da realizagdo deste trabalho foram: 1) avaliar fungos endoéfitos de cacau
de dois estados do Brasil: Bahia e Pard, em sua habilidade para controlar a
doenga e ii) conhecer a presenca ou auséncia de fungos endofitos nas primeiras
etapas de crescimento de plantulas de cacau. Os experimentos foram realizados
em laboratdrios e em casa de vegetagdo da Universidade Federal de Lavras. Os
fungos foram inoculados na concentragio de 6x10° conidios mL"'. O
experimento com endofitos da Bahia teve nove tratamentos: Colletotrichum.
gloeosporioides, Clonostachys rosea, Cladosporium sp., Trichoderma sp.,
Colletotrichum acutatum, Fusarium semitectum, coquetel (mistura dos seis
fungos), testemunha inoculada e testemunha sem inocular. O experimento com
endofitos de cacau do Pard teve sete tratamentos: Pestalotiopsis sp.,
Clonostachys rosea, Fusarium subglutinans, Trichoderma sp., acibenzolar-S-
metil ASM (dose 0,2 g/L" de i.a.), testemunha inoculada e testemunha sem
inocular. Avaliacoes da doenca foram feitas aos 30, 45 e 60 dias apos a
inoculagdo de C. perniciosa. Verificou-se a presenga de fungos nas mudas antes
e depois da inoculagdo dos fungos endofitos. Em ensaio in vitro, testou-se a a¢do
antagonica de Trichoderma sp., e de C. rosea contra C. perniciosa. Isolamentos
de plantulas de cacau foram feitos para conhecer sua diversidade e freqiiéncia de
fungos associados. O endodfito C. rosea (do Pard) e o tratamento com ASM
controlaram parcialmente a doenga. Encontraram-se fungos nas mudas antes da
inoculagdo dos endoéfitos; apds da inoculagdo, o tnico endéfito ndo reisolado foi
F. semitectum. No ensaio in vitro, os fungos testados inibiram o crescimento de
C. perniciosa. Das plantulas de cacau, os géneros isolados com maior freqiiéncia
foram Trichoderma, Colletotrichum, um Ascomiceto da familia Bionectriaceae
e Fusarium. Concluiu-se que C. rosea e ASM tém potencial para controlar a
vassoura-de-bruxa e que existem fungos endofitos associados as primeiras fases
de crescimento das plantulas de cacau.

*Comité de orientagdo: Ludwig Heinrich Pfenning - UFLA (Orientador), Mario
Lucio Vilela de Resende - UFLA (Co-orientador).



ABSTRACT

AGREDO HOYOS, Julidén Mauricio. Use of endophytic fungi of cacao as
biocontrol agents the witches’ broom. 2008. 51 p. Dissertation (Master in
Phytopathology) — Federal University of Lavras, Lavras.*

Witches’ broom, the most damaging disease of cacao caused by the fungus C.
perniciosa, considerably reduces the production of cacao and has been subject of
study in recent years, such as research on biological control, mainly through use
of endophytic fungi. The objectives of this work were: i) assess endophytic fungi
of cacao from two states in Brazil: Bahia and Par4, in its ability to control the
disease and ii) ascertain the presence or absence of fungal endophytes in the
early stages of growth of cacao seedlings. The experiments were made in
laboratories and in a greenhouse of Federal University of Lavras. The fungi were
inoculated in the concentration of 6x10° propagules mL™". The experiment with
Bahia endophytes had nine treatments: Colletotrichum gloeosporioides,
Clonostachys rosea, Cladosporium sp., Trichoderma sp., Colletotrichum
acutatum, Fusarium semitectum, cocktail (the six fungi mix), and inoculated and
without inoculated witness. The experiment with Para endophytes had seven
treatments: Pestalotiopsis sp., Clonostachys rosea, Fusarium subglutinans,
Trichoderma sp., Acibenzolar-S-methyl ASM (dose 0.2 g/L"' ai.), and
inoculated and without inoculated witness. Assessments of the disease were
made at 30, 45 and 60 days after inoculation of C. perniciosa. It was the
presence of fungi in the seedlings before and after inoculation of the endophytes
fungi. The antagonistic action of Trichoderma sp. and C. rosea against C.
perniciosa was assessed in an in vitro assay. Isolation of cacao seedlings to
know their diversity and frequency of associated fungi were also made. The
endophyte C. rosea (from Pard) and ASM treatment partially controlled the
disease. Fungi were encountered in seedling before the inoculation of
endophytes; after inoculation, F. semitectum was the only endophyte not
reisolated. In the in vitro assay, the fungi tested inhibited the growth of C.
perniciosa. In seedlings of cacao, the more frequently genera isolated were
Trichoderma, Colletotrichum, an Ascomycete of Bionectriaceae family and
Fusarium. It was concluded that C. rosea and ASM have the potential to control
the witches’ broom and that some endophytic fungi can be associated with the
first stages of growth of common cacao seedlings.

* Advissing Committee: Ludwig Heinrich Pfenning - UFLA (Adviser), Mario
Lucio Vilela de Resende - UFLA (Co-adviser).
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CAPITULO 1

VASSOURA-DE-BRUXA: A DOENCA MAIS IMPORTANTE NA
CULTURA DO CACAU



1 INTRODUCAO GERAL

Até o comeco da década de 1990, o Brasil foi o segundo maior produtor
mundial de cacau (Theobroma cacao L., Malvaceae). Atualmente, a produgio
nacional ¢ de 165 mil toneladas por ano, € o pais ocupa apenas a quinta
colocacio.

Desde a chegada, em 1989, da vassoura-de-bruxa, a situacdo da
cacauicultura no Sul da Bahia mudou drasticamente (Pereira et al., 1996). O
agente causal Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer (Purdy & Schmidt, 1996)
provocou rapidamente epidemias, devido as condi¢des ambientais favoraveis,
provocando, assim, reduc¢do de, aproximadamente, 75% na produgdo,
aumentando consideravelmente os problemas socioecondmicos na regido
(Trevizan & Marques, 2004).

Hoje, na Bahia, principal regido produtora de cacau, convive-se com a
doenga. Nao obstante, sdo necessarias maiores pesquisas para o entendimento e
o manejo da vassoura-de-bruxa. O controle quimico da doenca ndo pode ser
recomendado em todas as situacdes, ja que requer numerosas aplicagdes para ser
efetivo (Purdy & Schmidt, 1996), tornando-se ambiental ¢ economicamente
insustentdvel. A Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira
(CEPLAC), em seus varios anos de experiéncia, recomenda o manejo integrado
mediante uso racional de fungicidas cupricos e sistémicos, a remoc¢ao de tecidos
infectados, o controle biologico com Hypocrea stromatica (Bezerra, Costa &
Bastos 2003) e o plantio de genoétipos resistentes (Luz et al., 2006).

No que diz respeito aos custos de produgdo e aos custos ambientais, sdo
imprescindiveis a pesquisa e o desenvolvimento de praticas de controle da
doenga eficientes e eficazes, que representem aumento da viabilidade

econdmica, conservagdo dos recursos naturais e produtos saudaveis.



Nos ultimos anos, tém-se desenvolvido diversas pesquisas, direcionadas
a descobrir ou a redescobrir métodos alternativos eficazes e viaveis para o
manejo de C. perniciosa, além de serem econdmica e ambientalmente
desejaveis. Varios pesquisadores visam a busca de outros agentes
biocontroladores das principais doengas do cacau, principalmente
microrganismos endoéfitos, por estarem ja incluidos nas plantas (Bailey et al.,
2008; Krauss et al., 2006, Mejia et al., 2008; Rubini et al., 2005; Arnold, et al.,
2003; Evans et al., 2003). Outro agente de controle é o acibenzolar-S-metil
(ASM), indutor de resisténcia, que também tem apresentado bons resultados no
controle de varias doengas em cacau.

Nesta perspectiva, se realizou este trabalho, em que fungos endoéfitos
isolados de plantas de cacau em estado natural, no Pard e de plantas de
agroecossistema no Sul da Bahia foram avaliados em casa de vegetagdo, como
possiveis agentes de biocontrole da vassoura-de-bruxa. Observou-se também a
necessidade de conhecer a presenca ou a auséncia de fungos endofitos nas
primeiras etapas de crescimento de plantulas de cacau, visando aumentar a base
de conhecimento para o desenvolvimento de produtos e processos alternativos

para o controle da vassoura-de-bruxa.



2 REFERENCIAL TEORICO

Fungos endéfitos

Microrganismos endofitos sdo aqueles que colonizam e causam
infec¢des assintomaticas nos tecidos das plantas sadias (Petrini et al., 1992;
Wilson, 1995). Em arvores, acredita-se que os fungos endéfitos as protegem por
meio de um ou varios fendomenos, tais como antibiose, inducao de resisténcia,
micoparasitismo ou competi¢ao por espaco (Johnson & Whitney, 1992).

Os fungos endofitos consistem em trés grupos ecoldgicos basicos: os
fungos micorrizicos, os balansiaceous ou endo6fitos de gramineas (Gramineae) e
os ndo-balansiaceous. Em contrastes com os endofitos balansiaceous, os nio-
balansiaceous sdo diversos, tanto filogenéticamente quanto com respeito a sua
estratégia de vida. A maioria destes fungos pertence ao Filo Ascomycota e tem
sido isoladade todos os 6rgdos da maioria das plantas estudadas (Arnold et al.,
2000; Petrini, 1991; Schulz & Boyle, 2005).

Os endofitos tropicais constituem, segundo Armold & Herre (2003), um
grupo diverso, mas pobremente conhecido. O estudo da ecologia dos endofitos
nos sistemas naturais promete esclarecer as potenciais aplicagdes dos fungos
endofitos nas atividades agricolas e farmacéuticas e, além disso, papéis
ecoldgicos, como interagdes fungo-planta em florestas tropicais ¢ a importancia
dos simbiontes criticos na diversa comunidade de plantas.

Ja nos agroecossistemas, os endofitos sdo importantes na protegdo das
plantas pela atuacdo direta sobre os patdgenos e ou pelo aumento das respostas
de defesa. Os simbiontes microbianos protetores das espécies vegetais
determinam o seu sucesso ecoldgico, modificando as comunidades das plantas e
as cadeias troficas relacionadas (Selosse et al., 2004).

Adicionalmente, ha trabalhos de pesquisa sobre a utilizagdo de fungos

ndo patogénicos controlando fungos patogénicos de grandes culturas (Bao &



Lazarovitz, 2001; Baayen et al., 2002). Isso se deve ao fato de alguns fungos
expressarem diferentes modos de vida, dependendo da planta hospedeira ¢ ou
das condi¢des ambientais.

De acordo com o modo de vida, os fungos podem aumentar
(mutualismo), diminuir (parasitismo) ou ndo influenciar (comensalismo) o vigor
e resisténcia das plantas. Como os fungos mutualistas colonizam o mesmo nicho
ecologico dos fitopatogenos, esta caracteristica os habilita para o uso em
programas de controle alternativo ou biocontrole (Arnold et al., 2003; Baayen et
al., 2002; Peixoto-Neto, et al. 2002; Azevedo et al., 2000; Redman et al., 2001;
Rubini et al., 2005; Schulz & Boyle, 2005; Ganley et al., 2005; Chareprasert et
al., 2006).

As tré€s principais vertentes como objetos de estudo dos fungos endofitos
sdo: (i) sua importancia como segmento da diversidade biologica de fungos,
considerando o ambiente altamente especifico em que vivem (Cannon &
Simmons 2002; Arnold et al., 2000; Suryanarayanan et al., 2002, 2003; Bayman
& Gamboa, 2001; Rodrigues, 1994; Rodrigues & Petrini, 1996; Lodge et al.,
1996); (ii) sua fungdo na protecdo das plantas e seu envolvimento em fendmenos
de resisténcia a patdogenos e pragas (Arnold et al., 2003; Redman et al., 2001;
Rubini et al.,, 2005) e (iii)) como produtores de metabolitos com atividade
bioldgica com potencial para aproveitamento na agricultura e na medicina

(Wiyakrutta et al., 2004; Schulz et al., 2002; Strobel, 2002; 2003).

Estudos de fungos endéfitos em Theobroma spp

Em estudos de endofitos e hiperparasitas de fungos associados com
arvores nativas de Theobroma gileri, no Equador (Evans et al., 2003a, 2003b),
foram feitos isolamentos de caules de mais de 80 espécies de hifomicetos (75%
anamorfos de Hypocreales) e, da superficie de frutos, foram isoladas 28 espécies

(entre Hypocreales e Basidiomycetes) em mais de 15 géneros. Seis de sete



espécies selecionadas de caules e frutos mostraram-se endofitas e foram re-
isoladas de mudas assintomaticas. Das 28 espécies de hiperparasitas, varias
tiveram total colonizagdo do pseudostroma de Crinipellis roreri, resultando em
completa supressdo do crescimento. Foi demonstrado que esses endofitos podem
ser introduzidos em mudas de cacau sem disparar mecanismos de defesa e que
alguns podem colonizar os meristemas e também poderiam atuar como
mutualistas, estimulando a resisténcia a patdgenos como C. roreri.

Em outro estudo, foi demonstrado o antagonismo de fungos endéfitos do
cacaueiro sobre Phytophthora sp. (Arnold et al., 2003). Estes estudos receberam
destaque na comunidade cientifica, pelo fato de terem postulado um importante
papel que os fungos endofitos de plantas lenhosas exercem na sua protecao
contra fitopatégenos, diminuindo consideravelmente os indices de incidéncia da
doenga em mudas previamente inoculadas com fungos endoéfitos (Clay, 2004).

Samuels et al., (2006) descobriram duas novas espécies endofitas de
Trichoderma (T. paucisporum e T. theobromicola) em arvores nativas de
Theobroma cacao, no Amazonas peruano ¢ demonstraram, in Vitro e em testes
com frutos, que ambas t€ém um efeito antibidtico contra Moniliophthora roreri.
Foi demonstrado que as espécies produzem acido nonandico (um inibidor da
germinagdo de esporos de fitopatdogenos), o que sugere que este metabolito
poderia ser produzido na planta e contribuir para a indugdo de resisténcia a
doenga. Contudo, ndo puderam demonstrar o micoparasitismo in vitro dessas
duas espécies. Foi sugerido também que hospedeiro ¢ endofito co-evoluiram,
tendo uma relagdo simbidntica. Em trabalho complementar, com novas espécies
encontradas na bacia amazonica em arvores nativas de Theobroma grandis, foi
demonstrado o potencial de espécies de Trichoderma como agentes de
biocontrole de C. perniciosa em mudas de cacao (Holmes et al., 2004).

Crozier et al., (2006) obtiveram 854 isolados individuais de endéfitos de

tecido do caule e de frutos de T. cacao, em ecossistemas nativos e



agroecossistemas da América Latina e do oeste da Africa. Destes, 556 isolados
(65%) ndo puderam ser identificados com as técnicas taxondmicas tradicionais e
foram agrupados em 59 morfoespécies, sendo, em seguida, identificados por
métodos moleculares mediante a extragdo de DNA e a analise da seqiiéncia do
rDNA.

A identificacdo  preliminar  compreendeu  Ascomycetes ¢
Basidiomycetes, este Ultimo com o maior grupo, com 42 isolados
(morfoespécies) e 27 taxons diferentes. Os Basidiomycetes foram os mais
promissores como fontes potenciais de agentes de biocontrole ao poder ocupar
(competicdo) nichos ecoldgicos similares aos Basidiomycetes patdogenos do
cacau: Moniliophthora roreri e C. Perniciosa, além de produzir metabdlitos

bioativos que podem ser antagonicos a fungos ou a outros patégenos.

Resisténcia induzida

E possivel aumentar a resisténcia geral da planta quando os mecanismos
de defesa, representados por barreiras bioquimicas e ou estruturais, sdo ativados
mediante a resisténcia induzida (RI) (Oliveira et al., 1997). Essa resisténcia pode
ser proporcionada por um agente indutor bidtico ou abiodtico que aciona
mecanismos de defesa latentes na planta (Hammerschmidt & Kuc, 1982). O
éster S-metil do acido benzo-(1-2-3)-tiadiazole-7-carbotidico (acibenzolar-S-
metil, ASM) foi o primeiro indutor de resisténcia sist€émica adquirida (SAR)

liberado para uso comercial (Lyon & Newton, 1997).
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CAPITULO 2

FUNGOS ENDOFITOS DO CACAUEIRO E SEU POTENCIAL COMO
BIOCONTROLADORES DA VASSOURA-DE-BRUXA (Crinipellis
perniciosa)
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1 RESUMO

AGREDO HOYOS, Julidn Mauricio. Fungos endofitos do cacaueiro e seu
potencial como biocontroladores da vassoura-de-bruxa (Crinipellis
perniciosa). 2008. 51 p. Dissertagio (Mestrado em Fitopatologia) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar fungos endofitos de cacau de
dois estados do Brasil, Bahia e Para, em sua habilidade para controlar a
vassoura-de-bruxa em mudas de cacau cultivar Catongo. Os fungos foram
inoculados na concentragio de 6x10° conidios mL"'. O experimento com
endofitos da Bahia teve nove tratamentos: Colletotrichum gloeosporioides,
Clonostachys rosea, Cladosporium sp., Trichoderma sp., Colletotrichum
acutatum, Fusarium semitectum, coquetel (dos seis fungos), testemunha
inoculada e testemunha sem inocular. O experimento com endofitos de cacau do
Para teve sete tratamentos: Pestalotiopsis sp., Clonostachys rosea, Fusarium
subglutinans, Trichoderma sp., acibenzolar-S-metil ASM (dose 0,2 g/L™" de i.a.),
testemunha inoculada e testemunha sem inocular. Avaliacdes da doenga foram
feitas aos 30, 45 e 60 dias apos da inoculagdo de C. perniciosa. Verificou-se a
presenca de fungos na mudas antes e depois da inoculagdo dos fungos endofitos.
Em ensaio in vitro, testou-se a a¢do antagbdnica de Trichoderma sp. e C. rosea
contra C. perniciosa. No experimento com endofitos de cacau da Bahia, o
tratamento com Fusarium semitectum apresentou a menor incidéncia da doenga
(49,7%). No experimento com endofitos de cacau do Pard, os tratamentos
Clonostachys rosea e ASM proporcionaram menores incidéncias 45,83% e
29,7% respectivamente e foram significativos a 5%. Os fungos encontrados nas
mudas antes da inocula¢do dos endofitos foram: Acremonium sp., Clonostachys
rosea, Cylindrocladium sp., Fusarium decemcellulare, F. solani, Lasiodiplodia
theobromae e Trichoderma sp. Apds a inoculagdo dos endofitos, o unico
endo6fito ndo reisolado foi F. semitectum. No ensaio in vitro, os fungos testados
inibiram o crescimento de C. perniciosa. Concluiu-se que os tratamentos
Clonostachys rosea e ASM controlaram parcialmente a vassoura-de-bruxa, em
mudas de cacau em casa de vegetagao.

*Comité de orientacdo: Ludwig Heinrich Pfenning - UFLA (Orientador), Méario
Lucio Vilela de Resende - UFLA (Co-orientador).
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ABSTRACT

AGREDO HOYOS, Julian Mauricio. Endophytic fungi of cacao and its
potential as biocontrol agents of witches’ broom (Crinipellis perniciosa).
2008. 51 p. Dissertation (Master in Phytopathology) — Federal University of
Lavras, Lavras.*

This study was taken for the purpose of evaluating, and determining the ability
to control witches’ broom with endophytic fungi in cacao originating from two
states of Brazil, Bahia and Para. The fungi were inoculated in the concentration
of 6x10° propagules mL™. The experiment with Bahia endophytes had nine
treatments: Colletotrichum gloeosporioides, Clonostachys rosea, Cladosporium
sp., Trichoderma sp., Colletotrichum acutatum, Fusarium semitectum, cocktail
(the six fungi mix), and inoculated and without inoculated witness. The
experiment with Para endophytes had seven treatments: Pestalotiopsis sp.,
Clonostachys rosea, Fusarium subglutinans, Trichoderma sp., Acibenzolar-S-
methyl ASM (dose 0.2 g/L™" a.i.), and inoculated and without inoculated witness.
Assessments of the disease were made at 30, 45 and 60 days after inoculation of
C. perniciosa. It was the presence of fungi in the seedlings before and after
inoculation of the endophytes fungi. In assay in vitro, tried to antagonistic action
of Trichoderma sp. and C. rosea against C. perniciosa. In the experiment with
Bahia endophytes, neither treatment showed to control the disease. In the
experiment with Para endophytes, treatments Clonostachys rosea and ASM
provided minor incidence of witches’ broom 45.83% and 29.7% respectively
and were significant at 5%. The fungus found in seedlings before inoculation of
endophytes were: Acremonium sp., Clonostachys rosea, Cylindrocladium sp.,
Fusarium decemcellulare, F. solani, Lasiodiplodia theobromae e Trichoderma
sp. After inoculation of endophytes, F. semitectum the only endophyte was not
reisolated. In the in vitro assay, the fungi tested inhibited the growth of C.
perniciosa. It was concluded that the treatments Clonostachys rosea and ASM
controlled partly of a witches’ broom in cacao seedlings in greenhouse.

* Advissing Committee: Ludwig Heinrich Pfenning - UFLA (Adviser), Mario
Lucio Vilela de Resende - UFLA (Co-adviser).
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3 INTRODUCAO

Devido a crescente demanda de seus subprodutos, o cultivo do
cacaueiro esta se expandindo. No presente século, essa cultura ainda
apresenta escassez de modernizagdo em muitos aspectos de seu manejo,
afetando negativamente o modo de vida dos produtores de cacau e o

ambiente (Cooke, 2001).

Com relacdo as doengas que incidem na producdo de cacau, destaca-se a
vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer,
que teve uma explosiva disseminagdo nas lavouras do sul da Bahia, a partir de
1989 (Ferreira, 1997). As perdas de divisas em fungdo da queda na produgdo
continuam sendo extremamente prejudiciais para o Sul da Bahia, principal zona
cacaueira do pais. Por este motivo, a continua pesquisa visando a obtenc¢do de
novas tecnologias de combate a doenca ¢ imprescindivel para a sustentacdo
econdmica e ambiental da produgdo de cacau. Atualmente, as medidas
recomendadas para o controle da vassoura-de-bruxa preconizam a necessidade
de um manejo integrado da doenca envolvendo métodos de controle cultural,
quimico, bioldgico e genético. Nesse contexto, pesquisas vém sendo realizadas
para encontrar métodos alternativos eficientes e eficazes que representem
aumento da viabilidade economica e preservacao do ambiente.

Fungos endofitos sdo uma alternativa econdOmica e natural para o
biocontrole de doencas em plantas. Sdo biologicamente diversos, mas todos
compartilham da caracteristica de colonizar internamente o tecido da planta sem
causar dano ao seu hospedeiro (Wilson, 1995). Acredita-se que, em arvores, 0s
fungos endofitos as protegem por meio de um ou varios fenémenos, tais como:
antibiose, indugdo de resisténcia, micoparasitismo ou competicdo por espago

(Johnson & Whitney, 1992). Em agroecossistemas, os fungos endé6fitos também
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sdo importantes na prote¢ao das plantas pela atuagdo direta sobre os patdgenos e
ou pelo aumento das respostas de defesa (Selosse et al., 2004).

Nos ultimos anos, tém sido desenvolvidas diversas pesquisas com
agentes biocontroladores das principais doencas do cacau, principalmente com
fungos endoéfitos por estarem ja incluidos nas plantas. Em estudos de endoéfitos
associados com arvores nativas de Theobroma gileri, no Equador, foram feitos
isolamentos de caules de mais de 80 espécies de hifomicetos e, da superficie de
frutos, foram isoladas 28 espécies em mais de 15 géneros. Seis de sete espécies
selecionadas de caules e frutos mostraram-se endofitas e foram re-isoladas de
mudas assintomaticas. Das 28 espécies de hiperparasitas, varias tiveram total
coloniza¢do do pseudostroma de Crinipellis roreri (Moniliophthora roreri),
resultando em completa supressdo do crescimento. Foi demonstrado que esses
endofitos podem ser introduzidos em mudas de cacau (Theobroma cacao) sem
disparar mecanismos de defesa e que alguns podem colonizar os meristemas, e
também poderiam atuar como mutualistas estimulando a resisténcia a patdogenos
como C. roreri (Evans et al., 2003a, 2003b).

Em outra pesquisa, foi demonstrado o antagonismo de fungos endofitos
do cacaueiro sobre Phytophthora sp. (Arnold et al., 2003). Este estudo recebeu
destaque internacional pelo fato de ter postulado um importante papel que os
fungos endofitos de plantas lenhosas exercem na sua protegdo contra
fitopatdgenos, diminuindo consideravelmente a incidéncia da doenga em mudas
previamente inoculadas com fungos endofitos (Clay, 2004).

Foram descobertas duas novas espécies endofitas de Trichoderma (T.
paucisporum e T. theobromicola), em arvores nativas de Theobroma cacao no
Amazonas peruano e demonstraram, in Vvitro e em testes com frutos, que ambas
tém um efeito antibiotico contra Moniliophthora roreri. Foi comprovado que as
espécies produzem acido nonandico (um inibidor da germinagao de esporos de

fitopatdgenos), o que sugere que este metabolito poderia ser produzido na planta
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e contribuir para a indugdo de resisténcia a doenga. Contudo, ndo pode ser
demonstrado o micoparasitismo in vitro dessas duas espécies. Foi sugerido
também que hospedeiro e endofito co-evoluiram, tendo uma relagdo simbidntica
(Samuels et al., 2006). Em trabalho complementar, com novas espécies
encontradas na bacia amazonica em arvores nativas de Theobroma grandis, foi
demonstrado o potencial de espécies de Trichoderma como agentes de
biocontrole de C. perniciosa em mudas de cacau (Holmes et al., 2004).

Crozier et al. (,2006) obtiveram 854 isolados individuais de endofitos de
tecido do caule e de frutos de T. cacao, em ecossistemas nativos e
agroecossistemas da América Latina e do oeste da Africa. Destes, 556 isolados
(65%) ndo puderam ser identificados com as técnicas taxonomicas tradicionais e
foram agrupados em 59 morfoespécies, sendo, em seguida, identificados por
métodos moleculares mediante extragdo de DNA e andlise da seqiiéncia do
rDNA. A identificac¢do preliminar compreendeu Ascomycetes ¢ Basidiomycetes.
Estes ultimos foram os mais promissores como fontes potenciais de agentes de
biocontrole ao ocuparem (competi¢@o) nichos ecologicos similares aos
Basidiomycetes patogenos do cacau, Moniliophthora roreri e C. Perniciosa,
além de produzir metabolitos bioativos que podem ser antagonicos a fungos ou

outros patdgenos.

Neste contexto, foi realizado este estudo com os seguintes objetivos (i)
identificar fungos endofitos, obtidos de cacaueiros da Bahia e do Para, capazes
de atuar como biocontroladores da vassoura-de-bruxa (C. perniciosa) em mudas
de (T. cacao); (ii) isolar e identificar espécies de fungos endofitos em mudas de
cacau, antes e depois da inoculacdo de endofitos e (iii) testar a atividade

antifingica in vitro contra C. perniciosa.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area experimental

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratorios de Sistematica e
Ecologia de Fungos e de Fisiologia do Parasitismo ¢ em casa de vegetagdao do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, em Lavras,

MG.

4.2 Isolados de fungos endofitos

Fungos endofitos recuperados de material de cacau da Bahia e do Par4,
mais freqlientemente isolados em trabalho preliminar e depositados na Colegdo
Micoloégica de Lavras (CML), foram selecionados como potenciais
biocontroladores de Crinipellis perniciosa.

As coletas de material de cacau foram realizadas em areas experimentais
da Ceplac-Cepec, em Itabuna, Bahia e em Belém, Para. As coletas foram
realizadas em maio e agosto de 2007, respectivamente.
Tomaram-se amostras aleatorias de seis arvores sadias, distanciadas uma da
outra, no minimo, de 40 m. Retiraram-se, de cada arvore, dois galhos
plagiotropicos (ramos laterais produtivos) de, aproximadamente, 1 m de
comprimento ¢ foram armazenados em embalagens de papel e devidamente
identificados. Nas amostras do Pard (dos galhos cortaram-se suas folhas e o
apice, os extremos foram cobertos com parafina para diminuir o secamento),
cada arvore pertence a uma variedade diferente de cacau: SCA6, MAI1S,
CABO0017, MO1, RB40 ¢ CAB 0270.

Nos isolamentos do material da Bahia, realizou-se prévia desinfestacao
superficial mediante lavagens sucessivas em dgua de torneira, etanol 70% por 1
minuto, hipoclorito de s6dio 2% por 1 minuto e enxagiie em agua destilada

estéril. Foram retirados discos de folha de 5 mm de diametro ¢ fragmentos de
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haste de, aproximadamente, 3 mm’ e colocados em placas de Petri de 90mm de
didmetro contendo meio MA2%, acrescido de 50 mg/L de cloranfenicol
(Sigma), sulfato de estreptomicina (50 mg/L), e 10 mg/L de ciclosporina A
(Sigma). No material de Para, os galhos foram desinfestados com algodao
embebido em etanol 70%. Depois, com a ajuda de bisturi, levantou-se a casca e
raspou-se tanto na parte interna da casca como na parte superficial do caule. As
serragens foram transferidas para placas de Petri, nas mesmas condigdes das

placas com material vegetal da Bahia.

4.3 Experimento da atividade antifiingica in vivo

Os fungos endofitos escolhidos foram testados em sua habilidade e
eficacia para controlar C. perniciosa em mudas, em casa de vegetacdo. As
inoculagdes foram realizadas por pulverizagdo de cada endofito e em coquetel’,
de acordo a metodologia utilizada por Arnold et al., (2003). Duas testemunhas
foram utilizadas: uma inoculada somente com C. perniciosa e outra sem
inoculacdo. Dois experimentos foram realizados. No primeiro, foram utilizados

fungos endoéfitos da Bahia e, no segundo, fungos endofitos do Para (Tabela 1).

TABELA 1. Tratamentos dos experimentos 1 e 2

Experimento 1 Experimento 2
1. C. gloeosporioides * 8. Testemunha inoculada * | 1. Clonostachys rosea *
2. C. acutatum * 9. Testemunha absoluta 2. Trichoderma sp. *
3. Trichoderma sp * 3. Pestalotiopsis sp. *
4. Fusarium semitectum * 4. Fusarium subglutinans *
5. Clonostachys rosea * 5.ASM*
6. Cladosporium sp. * 6. Testemunha inoculada *
7. Coquetel dos 6 fungos * 7. Testemunha absoluta

* Inoculadas com Crinipellis perniciosa

'Coquetel: realizou-se mistura uniforme da suspensdo de esporos de cada um dos seis
fungos inoculados e pulverizou-se como um tratamento a mais.
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4.3.1 Obtencao de mudas livres de fungos

Utilizaram-se sementes de cacau (T. cacao), cultivar Catongo,
provenientes de autofecundacdo, cedidas pelo Centro de Pesquisas do Cacau,
CEPEC-CEPLAC, Itabuna, BA. As sementes foram desinfestadas em solugédo de
hipoclorito de s6dio 1% por 1 minuto. As mudas foram cultivadas em casa de
vegetacio, em bandejas de isopor contendo o substrato Plantmax® e fertilizadas
semanalmente com solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950), aplicada no
substrato.

Durante os experimentos, as mudas foram mantidas em camara de
crescimento vegetal com temperatura de 25+£3°C ¢ umidade relativa em

torno de 80%, controladas por meio de sistema automatizado de

nebulizagao.

4.3.2 Isolamento para verificar a presenca de fungos nas mudas

Apods 28 dias, folhas de 10% das mudas foram amostradas para
confirmar se estavam livres de fungos endofitos. A metodologia para a obtengao
da maior diversidade possivel de fungos endofitos e para o mais fiel registro da
freqiiéncia de colonizagdo dos tecidos incluiu procedimentos descritos por
Arnold et., al. (2003) e Rubini et., al. (2005).

Para a desinfestagdo do material vegetal, este foi lavado
seqiiencialmente em agua de torneira, etanol 70%, por 1 minuto, hipoclorito de
sodio 2%, durante 1 minuto e enxagiic em agua destilada estéril. Uma vez
realizada a desinfestagdo superficial, discos de 5 mm de didmetro foram
retirados das folhas com um furador de papel esterilizado. Um bisturi
esterilizado foi utilizado para a obten¢io de fragmentos de 3 mm’. Cinco
fragmentos (folha ou de haste) foram transferidos por placa de Petri de
poliestireno de 90 mm de didmetro, contendo meio MA2% acrescido de 50

mg.L" de cloranfenicol (Sigma), sulfato de estreptomicina (50 mg.L™"), para
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suprimir crescimento de bactérias e 10 mg.L™" de ciclosporina A (Sigma), para
impedir que fungos de crescimento rapido crescessem sobre os de crescimento

lento. No total, foram utilizados 80 fragmentos em 16 placas.

4.3.3 Propagacio, inoculagio de endofitos e de C. perniciosa e pulverizagio
de ASM

Fungos endofitos: os fungos escolhidos foram cultivados em meio
MA2%, a 25°C, por 15 dias e fotoperiodo de 12 horas de luz, 12 horas de escuro.
Em seguida, 10 mL de agua destilada estéril foram aplicados sobre as placas
com os fungos esporulados e raspou-se com uma al¢a de Drigalsky. As
suspensdes foram filtradas, a concentragio ajustada a 6 x 10° conidios mL™" e
pulverizadas sobre as folhas das mudas de cacau. Durante 24 horas apos a
inoculacdo, a umidade relativa foi mantida proximo a 100%, para favorecer a
germinacdo e a penetragdo dos esporos. A confirmagdo da colonizagdo das
folhas pelos endofitos foi realizada 13 dias apds a inoculagdo. Para isso,
coletaram-se folhas de 10% das mudas inoculadas e o isolamento foi feito
conforme descrito anteriormente.

Crinipellis perniciosa: o in6culo (isolado MA25) foi obtido a partir de
vassouras infectadas (ramos secos) provenientes de Ilhéus, BA. As vassouras se
mantiveram no “vassoureiro” (cdmara indutora da producdo de basidiomas), sob
regime de nebulizagdo periddica para induzir a formacdo de basidiomas. Os
basididsporos foram coletados e misturados em solucdo de glicerol a 16%, de
acordo com Frias et al., (1995) e armazenados em nitrogénio liquido para
posterior uso. Na inoculagdo, foi depositada, no meristema apical de cada muda,
uma gota da suspensdo na concentragio de 1 x 10° basididsporos viaveis mL" 15
dias apo6s a inoculagdo dos fungos endofitos. A viabilidade dos basidiésporos foi

quantificada antes e depois da inoculagao.
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ASM: o tratamento com o produto comercial a base de acibenzolar-S-
metil (Bion ®) foi aplicado aos 8 dias antes da inoculagdo do patégeno, via

pulverizagdo foliar. Utilizou-se a dosagem de 0,2 g.L"' de i.a.

4.4 Avaliacao da doenca

Ap0s as inoculagdes de C. Perniciosa, avaliou-se a incidéncia da doenga
nas mudas, aos 30, 45 e 60 dias.
4.5 Delineamento experimental e analises estatisticas

Os experimentos em casa de vegetagdo foram instalados no
delineamento de blocos completamente casualizados, com 4 repeti¢des,
utilizando parcelas de 12 plantas cada. Aos dados obtidos se aplicou a analise de

varidncia e o teste de médias Scott-Knott (1974).

4.6 Testes da atividade fungistatica in vitro

Com este experimento, foi verificado se os melhores tratamentos do
experimento anterior possuem efeito toxico direto sobre o crescimento de C.
perniciosa. Para isso, discos de micélio de C. Perniciosa, de 5 mm de didmetro,
foram inoculados em placas de Petri de 90 mm de didmetro contendo MA2% e
incubadas a 25°C+1, com fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro.
Apos cinco dias, os fungos endofitos foram inoculados a uma distancia de 50
mm da colénia de C. perniciosa. O efeito toxico direto foi detectado pela
formagdo de um halo de inibigdo. Também foi estudada a interagdo do(s)
fungo(s) antagonista(s) versus C. perniciosa, mediante microscopia eletronica de
varredura (microscopio LEO Evo-40), realizada no Laboratério de Microscopia

Eletronica da UFLA.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimento 1: atividade antifiingica in vivo com fungos endoéfitos do

cacau da Bahia

Na avalia¢do aos 60 dias, nenhum dos tratamentos controlou a doenga, e

ndo apresentaram diferenca significativa entre eles, a 5% (Tabela 2).

TABELA 2: Incidéncia da doenga aos 60 dias

Tratamentos Incidéncia da vassoura-de-bruxa
aos 60 dias (%)*
Colletotrichum gloeosporioides 72,91 b
C. acutatum 68,33 b
Cladosporium sp. 78,33 b
Clonostachys rosea 80,41 b
Trichoderma sp. 71,55b
Fusarium semitectum 4791b
Coquetel 70,83 b
Testemunha inoculada 81,06 b

*Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna, ndo diferem entre si, pelo
teste de Scott-Knott, a 50% de significancia. Dados transformados para VX + 0,5

Os seis fungos endofitos de cacau da Bahia seleccionados por sua alta
freqiiéncia de isolamento ou por sua capacidade antagonica contra C. perniciosa,
ndo apresentaram controle da doenca. Ja que ao serem removidos dos habitats
originais os hospedeiros perdem fungos endofitos que coevoluiram com eles
(Taylor et al., 1999), e / ou pelas complexas interacdes entre endofito-
hospedeiro-patégeno-ambiente (Rodrigues & Redman, 1997; Cannon &

Simmons, 2002; Bailey et al., 2006; Schulz, et al. 1999), as plantas ficam sem

seus protetores ou estes perdem ou diminuem sua habilidade antagonista contra

0s patdgenos.
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5.2 Experimento 2: atividade antifiingica in vivo com fungos endoéfitos do
cacau do Para

Aos 60 dias, verificou-se que os tratamentos Clonostachys rosea e ASM
apresentaram as menores incidéncias, com valores de 45% e 29,7%,

respectivamente e foram significativos, a 5% (Tabela 3).

TABELA 3: Incidéncia da doenga, aos 60 dias.

Tratamentos Incidéncia vassoura-de-bruxa
aos 60 dias (%)
Fusarium subglutinans 70,83 b
Pestalotiopsis sp. 70,84 b
Trichoderma sp. 64,58 b
Clonostachys rosea 4583 a
ASM 29,73 a
Testemunha inoculada 64,17 b

Médias seguidas de mesma letra mintiscula, na coluna, ndo diferem entre si, pelo
teste de Scott-Knott, a 5% de significancia. Dados transformados para Vx + 0,5

Neste experimento, os tratamentos com ASM e C. rosea reduziram a
incidéncia da vassoura-de-bruxa em 70,27% e 54,17%, respectivamente, em
relacdo aos outros tratamentos. A acdo do ASM como indutor de resisténcia em
plantulas de cacaueiro suscetiveis & murcha-de-verticillium, foi comprovada por
Resende & Cavalcanti (2004). Em outro estudo, Resende et al., (2002)
encontraram que as repostas de defesa devido a ASM foram dependentes ao
genotipo do hospedeiro. E, em tomateiro, o tratamento com ASM induziu
resisténcia de plantulas contra Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis. O
aumento da resisténcia foi associado ao incremento das atividades da peroxidase
e da quitinase (Baysal et al., 2003).

Quanto a Clonostachys rosea, varios pesquisadores também obtiveram
resultados importantes. Por exemplo, Rubini et al., (2005) relataram que o fungo

Gliocladium catenulatum, sindénimo de C. rosea, em condi¢cdes de casa de
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vegetagdo, conseguiu reduzir a incidéncia da vassoura-de-bruxa em 70%. Krauss
e Soberanis (2001) também tiveram sucesso parcial no controle de doengas do
cacau utilizando isolados de C. rosea. Em estudo com endéfitos isolados de
Theobroma gileri, no Equador, os isolados de Clonostachys que co-evoluiram
com o hospedeiro foram muito eficientes na inibi¢do da infeccdo e da
coloniza¢ao de Crinipellis roreri nos frutos em comparagio aos isolados do Peru
(Evans, et al., 2003). Isto comprova o postulado central do controle biologico
classico, segundo o qual os melhores agentes de biocontrole sdo aqueles que co-
evoluiram com os “inimigos” naturais do hospedeiro (Mitchell & Power, 2003).
Portanto, existe perda progressiva de endofitos especificos ou que co-evoluiram
com seus hospedeiros, ao serem removidos estes dos seus habitats (Taylor et al.,
1999).

Considerando que o cacau (T. cacao) ¢ originario da bacia amazonica
(Cuatrecasas, 1964; Motomayor et al., 2002), para se obter melhores resultados
com o uso de fungos endofitos no biocontrole da vassoura-de-bruxa, seria
necessario obter isolados de plantas de cacau nativo, na selva amazonica e,
entdo, realizar selegdo e avaliagdo dos fungos.

E importante também, ter em conta que a interacdo das espécies de
endofitos com o hospedeiro vai depender das condigdes ambientais (Cannon &
Simmons, 2002; Arnold et al., 2003; Rodrigues & Redman, 1997), da interagdo
bioquimica endofito-hospedeiro (Schulz, et al.,, 1999), da interagdo genética
endofito-hospedeiro (Bailey et al., 2006). Por isso, dos tratamentos com maior
sucesso no controle da doenga, estudar qual o mecanismo de inibi¢do de
infec¢do do patdgeno, se € direto (competicdo, antibiose ou hiperparasitismo) ou
indireto, mediante indug¢do de resisténcia e, neste caso, caracterizar o0s
mecanismos bioquimicos envolvidos na resposta de defesa.

Porém, para construir efetivas estratégias de biocontrole, é necessario

compreender corretamente os padrdes ecoldgicos da interacdo endofito-
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hospedeiro e identificar os mecanismos responsaveis das interagdes entre
endofitos, fitopatogenos e hospedeiros (Herre et al., 2007; Rodriguez &
Redman, 1997). Tudo este trabalho, representa a parte inicial da pesquisa.
Sugere-se combinar estudos ecologicos e estudos in vitro que ajudem a
identificar isolados de fungos endofitos com potencial como agentes de
biocontrole e testa-los, primeiro em condigdes de casa de vegetacao e depois em

campo (Mejia et al., 2008).

5.3 Endoéfitos em mudas de cacau

Em isolamentos realizados em fragmentos de folhas e hastes de mudas
de 28 dias de idade, infectadas naturalmente, se recuperaram os fungos
Acremonium sp., Clonostachys rosea, Cylindrocladium sp., Fusarium solani,
Fusarium decemcellulare e Lasiodiplodia theobromae, e um micélio estéril
(Tabela 4). Dos seis géneros, cinco representam anamorfos de Hypocreales nos
géneros  Acremonium,  Clonostachys, Cylindrocladium, Fusarium e
Trichoderma; o outro género pertence aos Dothideales, representado por L.
theobromae (Pat.) Griff. & Maubl., estado assexual de Botryosphaeria rhodina
(Berk. & M.A. Curtis) Arx.

TABELA 4: Fungos endofitos isolados de mudas de cacau sem inocular

Fungos Tecido
Folha Haste

Acremonium sp. + -
Clonostachys rosea -
Cylindrocladium sp. -
Fusarium solani +
Fusarium decemcellulare -
Lasiodiplodia theobromae -
Micélio estéril + -
Trichoderma sp. -

o o I Y

J’_
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Arnold et al., (2003) constataram a presenca de fungos endofitos em
mais de 82% das amostras de folhas de mudas de cacau infectadas naturalmente.
Em contraste, as amostras de folhas de mudas crescidas sob condigoes
protegidas apresentaram fungos endofitos em menos de 1%. Os autores afirmam
que estes dados, mais a enorme quantidade de inoculo (propagulos) no ar, sao
forte evidéncia de que os endofitos associados com T. cacao sdo transmitidos
horizontalmente (Arnold & Herre, 2003).

Em relagdo a Lasiodiplodia theobromae, afirma-se que este fungo
cosmopolita, de ampla distribuicdo mundial, sem especializagdo por hospedeiro
e com natureza endofita mas que pode produzir sintomas s6 em pos-colheita,
requer estratégias para seu manejo (Mohali et al., 2005). Este fungo coloniza
plantas sadias sem mostrar sintomas.

Na arvore Cornus florida, encontrou-se que L. theobromae pode ser
isolado de todas as plantas inoculadas, mas sintomas, como cancros, sO sao
manifestados em condi¢des de estresse (Mullen et al., 1991). No caso de
Cylindrocladium sp., este fungo habitante do solo pode ter vindo com o
substrato no qual cresceram as mudas de cacau.

Treze dias depois da inoculagdo nas mudas dos seis fungos endofitos
selecionados (e sete dias antes da inoculagdo de C. perniciosa), foram re-
isolados das mudas Colletotrichum gloeosporioides, Cladosporium sp.,
Clonostachys rosea, Colletotrichum acutatum e Trichoderma sp. O unico fungo
ndo re-isolado foi Fusarium semitectum. Foram recuperados outros fungos,
como Cylindrocladium sp., Fusarium solani, Glomerella cingulata, Phomopsis
sp., € Xylaria sp. Dentre os géneros com taxa de isolamento maior que 1%,
Colletotrichum, Phomopsis, Xylaria e Clonostachys foram os mais freqiientes
(Tabela 5).

28



TABELA 5: Taxa de isolamento de mudas de cacau inoculadas com
endofitos, com freqiiéncia de isolamento total >1%.

Fungos nas mudas inoculadas Freqiiéncia TI (%)

Colletotrichum gloeosporioides 78 27.8
Cladosporium sp. 9 3.2
Clonostachys rosea 16 5.7
Colletotricum acutatum 33 11.8
Cylindrocladium sp. 7 2.5
Fusarium solani 9 3.2
Glomerella cingulata 13 4.6
Phomopsis sp. 36 12.8
Trichoderma sp. 4 1.4
Xylaria sp. 34 12.1

Pode-se observar que Clonostachys rosea foi isolado das mudas antes e
depois da inoculagdo dos fungos endoéfitos (Figura 1), o qual pode sugerir que
este fungo precisa de uma maior concentracdo de inoculo para exercer acao
antagbnica contra C. perniciosa, ja que foi o tnico fungo que controlou
parcialmente a doenca em condigdes de casa de vegetagdo. Krauss e Soberanis
(2001), encontraram que ao serem inoculados varios isolados de C. rosea, se
obteve maior controle das trés principais doen¢ds do cacaueiro: Crinipellis
perniciosa, Phytophthora palmivora, Moniliophthora roreri. No caso de
Trichoderma sp., que também foi isolado antes da inoculagdo dos endofitos, no

apresentou antagonismo com o patoégeno.
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Inoculagdo

Isolamento Inoculagdo dos Isolamento Crinipellis
Semeadura mudas endofitos mudas perniciosa
A A A
>
4 1
28 41 > 6 Idade das

Fungos Recuperados
Acremonium sp
Clonostachys rosea
Cylindrocladium sp
Fusarium solani
F. decemcellulare
L. theobromae
Micélio estéril
Trichoderma sp

Enddéfitos Inoculados
C. gloeosporioides
Cladosporium sp
Clonostachys rosea
Colletotricum acutatum
Fusarium semitectum
Trichoderma sp

Fungos Recuperados
*C. gloeosporioides
*Cladosporium sp
*Clonostachys rosea
*C. acutatum
Cylindrocladium sp
Fusarium solani
Glomerella cingulata
Phomopsis branca
*Trichoderma sp
Xylaria sp

de fungos endofitos de cacau da Bahia.
*Fungos endofitos inoculados que foram reisolados

mudas (dias)

FIGURA 1: Fungos isolados de mudas de cacau, antes e depois da inoculacao

5.4 Experimento da atividade antifiingica in vitro

Nas placas ndo se observou a presenga de halo inibindo o crescimento de
C. Perniciosa. O que se verificou foi a competicdo por substrato, tendo
Trichoderma sp. e Clonostachys rosea, colocados cinco dias ap6s que o
patégeno, se desenvolveram-se mais. No caso de Trichoderma sp., este cobriu
toda a colonia de Crinipellis, impedindo seu crescimento e, no caso de C. rosea,

este cercou o patdgeno e influenciou o seu desenvolvimento (Figura 2).
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FIGURA 2: Antagonismo de fungos endoéfitos contra C. perniciosa. A e B,
interacdo entre ¢ C. perniciosa (1) e C. rosea (2). C e D, interacdo
entre C. perniciosa (1) e Trichoderma sp (1).

Constatou-se, em microscopia eletronica de varredura, que existe
interacdo entre os fungos Trichoderma sp. e C. Perniciosa. Foi observado que ha
maior presenga de hifas do fungo antagonista parecendo parasitar o
basidiomiceto, uma vez que competem pelo substrato. Também um menor
numero de hifas de C. perniciosa foi observado no tratamento com Trichoderma

sp. (Figura 3).
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FIGURA 3: Fotomicrografia mostrando a interagdo entre os fungos
Trichoderma sp. (1) e C. perniciosa (2).

E importante aprofundar o estudo com Trichoderma sp. para conhecer o
processo mediante o qual exerce agdo antagonista sobre o patégeno. Em estudos
de biocontrole realizados por varios pesquisadores com espécies de
Trichoderma, obtiveram-se resultados promissores. Isolados de Trichoderma
ovalisporum, inibiram completamente o crescimento de Crinipellis roreri in
vitro (Holmes et al., 2004). De maneira similar, Trichoderma harzianum e
Clonostachys rdsea, isolados de frutos de Theobroma gileri, em ensaio in vitro,
suprimiram completamente o crescimento de Crinipellis roreri (Evans et al.,
2003). Diversas espécies de Trichoderma sp. foram agressivas ao hiperparasitar
completamente as colonias de Moniliophthora roreri, até o ponto de nido poder

recuperar o patogeno (Bailey et al., 2008).
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6 CONCLUSOES

* Os tratamentos com Clonostachys rosea e ASM, controlaram a doenga

parcialmente.

» Os fungos Clonostachys rosea e Trichoderma sp. inibiram o

crescimento de Crinipellis perniciosa in vitro, por competigdo com o substrato.

» Foram encontrados fungos nas mudas antes de ser inoculadas com os

fungos endofitos.
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CAPITULO 3

FUNGOS ENDOFITOS ASSOCIADOS AS PRIMEIRAS ETAPAS DE
DESENVOLVIMENTO DE PLANTULAS DE CACAU (Theobroma cacao)
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1 RESUMO

AGREDO HOYOS, Julian Mauricio. Fungos endofitos associados as
primeiras etapas de desenvolvimento de plintulas de cacau (Theobroma
cacao). 2008. 51 p. Dissertagao (Mestrado em Fitopatologia) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras.*

A existéncia de fungos endofitos nas fases iniciais do crescimento das plantulas
¢ um campo de estudo para a determinagdo de condigdes de manutengdo destes
endofitos até a fase adulta da planta inibindo a manifestagdo de fungos
patogenos. Coletaram-se frutos maduros de cacau comum e selecionaram-se 150
sementes. Para o isolamento de plantulas de nove dias de idade, foram
selecionadas 8 plantulas; para o isolamento de fungos do primeiro ¢ do segundo
par de folhas e meristema apical, selecionaram-se 10 plantulas de 21, 34 e 38
dias de idade, respectivamente. Determinaram-se a taxa de colonizacdo total
(TC) e a taxa de isolamento (TI). A taxa de colonizagdo total nas plantulas de
nove dias de idade foi de 42,8% e a taxa de colonizagdo das folhas e meristemas
foi de 41,2%. A diversidade de fungos compreende 8 géneros e 12 espécies. Os
géneros isolados com maior freqiiéncia foram Colletotrichum, Fusarium, um
Ascomiceto da familia Bionectriaceae e Trichoderma sp. Do material de cacau
dos germinados, recuperaram-se 4 espécies ¢ das folhas e meristemas, 12.
Apesar da baixa diversidade de fungos endofitos recuperados, alguns deles sao
apontados como potenciais agentes de biocontrole, tais como Trichoderma sp. e
Colletotrichum.

*Comité de orientagdo: Ludwig Heinrich Pfenning - UFLA (Orientador),
Mario Lucio Vilela de Resende - UFLA (Co-orientador).
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2 ABSTRACT

AGREDO HOYOS, Julian Mauricio. Endophytic fungi associated with the
first stages of development of cacao’s seedlings (Theobroma cacao). 2008. 51
p. Dissertation (Master in Phytopathology) Federal University of Lavras,
Lavras.*

The existence of endophytic fungi in the early stages of growth of seedlings is a
field of study for the determination of conditions of maintenance of these
endophytes to the adult phase of the plant inhibiting the expression of fungal
pathogens. Collected ripe fruits of cacao common and selected 150 seeds.
Seedlings of 9, 21, 34 and 38 days of age were selected for the fungal isolation.
The total colonization rate, and the isolation rate, was. The total colonization
rate in seedlings of nine days of age was 42.8% and in the leaves and meristems
was 41.2%. The fungi diversity comprises eight genera and twelve species. The
more frequently isolated genera were Colletotrichum, Fusarium, an Ascomycete
of Bionectriaceae family and Trichoderma. Of cacao seedlings, it is recovered
four species and of leaves and meristems, twelve. Despite the low diversity of
endophytic fungi recovered, some of them are mentioned as potential biocontrol
agents, such as Trichoderma sp., and Colletotrichum.

* Advissing Committee: Ludwig Heinrich Pfenning - UFLA (Adviser),
Mario Lucio Vilela de Resende - UFLA (Co-adviser).
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3 INTRODUCAO

Alguns fungos endofitos podem atuar como biocontroladores de
patogenos em diversas plantas, ao conferir resisténcia a inimigos naturais (Clay,
1990). A existéncia de fungos endofitos nas fases iniciais do desenvolvimento
das sementes ¢ um campo de estudo para a determinacdo de condigdes de
manuten¢do destes endofitos até a fase adulta da planta, podendo inibir a

manifestacdo de fungos patdogenos.

A infeccdo de sementes por endofitos, saprofitos e patdogenos pode
ocorrer nos estados de pré- e pos-dispersdo; infecgdes pré-dispersdo de endofitos
podem ter importantes conseqiiéncias para a persisténcia das sementes no solo,
ao conferir aumento da resisténcia a patégenos. Em cacau, folhas e frutos,
acumulam-se diversos esporos de endofitos que se encontram no ambiente; 0s
tecidos sdo rapidamente colonizados em um periodo entre 2—3 semanas (Arnold

& Engelbrecht, 2007; Arnold et al., 2003a; Arnold et al. 2003b).

O interior dos tecidos de plantas abriga uma grande diversidade de
fungos capazes de colonizar 6rgdos aéreos e subterrdneos, vivendo em uma
relacdo de simbiose, a depender da planta hospedeira e ou das condi¢Ses
climaticas, os fungos podem aumentar (mutualismo), diminuir (parasitismo) ou
ndo influenciar (comensalismo) na estrutura da planta. Estes fungos endofitos
podem atuar como controladores de fungos patégenos. Desse modo, objetivou-
se, com este estudo, determinar a existéncia de fungos endéfitos nas primeiras
etapas de desenvolvimento de plantulas de cacau.

Neste estudo, foram testadas as hipoteses de (i) que os fungos endofitos
associados a plantulas de cacau (T. cacao) sdo transmitidos horizontalmente ¢
(i1) que a diversidade e freqiiéncia dos fungos endofitos variam em fungao do

tipo de orgdo (sementes, folhas ou meristemas).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencio de sementes germinadas e plantulas de cacau

Foram coletados oito frutos maduros de cacau comum, em outubro de
2007, na Universidade Federal de Lavras (UFLA), extrairam-se as sementes ¢ a
mucilagem foi retirada manualmente. Foram selecionadas 150 sementes, as
quais foram desinfestadas em solucdo de hipoclorito de sdédio 1%, por 1 minuto.
As sementes foram semeadas em bandeja de isopor contendo substrato
Plantmax®, mantidas a temperatura de 25+3°C e umidade relativa em torno de
80%, controladas por um sistema automatizado de nebulizacdo, em casa de

vegetagdo da UFLA.

4.2 Isolamento de fungos
A metodologia para a obtengdo da maior diversidade possivel de fungos
endofitos e para o mais fiel registro da freqiiéncia de coloniza¢do dos tecidos

incluiu procedimentos descritos por Arnold et al. (2003) e Rubini et al. (2005.

4.2.1 Isolamento de endéfitos de plantulas, primeiro e segundo par de folhas
e meristema apical de mudas

Para a desinfestacdo do material vegetal, este foi lavado
seqiiencialmente em agua de torneira, etanol 70%, por 1 minuto, hipoclorito de
sodio 2%, durante 1 minuto e enxagiie em &gua destilada estéril. Para o
isolamento, foram selecionadas 8 plantulas com 9 dias de idade. Apds a
desinfestacdo superficial, em condi¢des assépticas, foram removidos com bisturi
os cotilédones, as radiculas e as raizes das plantulas. Fragmentos de cada uma
das partes de 1-2 mm’ foram cortados. Em seguida, transferiram-se sete
fragmentos por placa Petri de poliestireno de 90 mm de didmetro. De cada

plantula, montou-se uma placa com fragmentos de cotilédones, uma placa com
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fragmentos de radiculas ¢ uma placa com fragmentos de raizes. No total, foram
24 placas com 168 fragmentos.

Para o isolamento de fungos do primeiro ¢ do segundo par de folhas e
meristema apical, foram selecionadas 10 plantulas de 21, 34 e 38 dias de idade,
respectivamente. Uma vez desinfestadas, foram cortados fragmentos de,
aproximadamente, 2 mm, sendo colocados sete fragmentos por placa. Foram
utilizadas 12 placas e 84 fragmentos para cada um dos 3 isolamentos,
perfazendo um total de 36 placas com 252 fragmentos.

Todas as placas continham meio MA2% acrescido de 50 mg.L" de
cloranfenicol (Sigma), sulfato de estreptomicina (50 mg.L™), para suprimir
crescimento de bactérias e 10 mg.L™" de ciclosporina A (Sigma), para impedir
que fungos de rapido crescimento se sobrepusessem aos de crescimento lento.

As placas de Petri foram mantidas a temperatura ambiente (~25°C). No
total, foram analisados 420 fragmentos. As colonias de fungos recuperadas
foram transferidas para placas com MA2% sem antibidticos, para identificagao.
Foram realizadas avaliagdes, periodicamente, durante 30 dias. Determinou-se a
taxa de colonizagdo total (TC) de acordo com Petrini et al. (1982), segundo a
formula:

TC = Namero total de discos de folha ou fragmentos de haste na amostra com mais de 1 isolado
Numero total de discos de folha ou fragmentos de haste na amostra

A taxa de isolamento (TI) também foi calculada. Esta ¢ utilizada,
principalmente, como medida da riqueza de fungos em um dado
local/planta/tecido, calculada com base na formula de Frolich et al. (2000),

apresentada a seguir:

TI = Numero total de isolados obtidos em uma dada amostra
Numero total de discos de folha ou fragmentos de haste na amostra
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Colonizacao e diversidade de fungos

De um total de 420 fragmentos, foram recuperadas 178 unidades
formadoras de colonias (UFCs), sendo 168 fragmentos das plantulas e 252
fragmentos dos 1° e 2° par de folhas ¢ meristemas. Nas plantulas, a taxa de
colonizagdo total foi de 42,8%. Mais de 10% dos fragmentos apresentaram
colonizagdo por pelo menos um fungo e apenas dois fragmentos (1,2%) foram
colonizados por dois fungos. Nenhum fragmento foi colonizado por mais de dois

fungos (Tabela 1).

TABELA 1: Taxa de colonizagdo e numero de fragmentos de cotilédones,
radiculas e raizes colonizadas por fungos endofitos.

Item Plantulas

Cotilédones Radiculas Raizes Total
N°. total de fragmentos 56 56 56 168
N°. fragmentos > 1 UFC 46 20 6 72
Taxa de colonizacao (%) 82,1 35,8 10,7 42.8
N°. fragmentos 1 UFC 46 20 6 72
N°. fragmentos 2 UFC 0 2 0 2
N°. fragmentos > 2 UFC 0 0 0 0
N°. total de UFC 46 22 6 74

Do tecido de cotilédone, se obteve a maior taxa de colonizagdo (82%).
Como ¢ sabido, este tecido funciona como reserva de nutrientes da semente, o

que o torna atrativo para a infecgdo por fungos que possam instalar-se ai.
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A taxa de colonizacdo das folhas e meristemas foi de 41,2%. Mais de 33% dos
fragmentos estavam colonizados por, pelo menos, um fungo e quatro fragmentos
(1,6%), por dois fungos. Nenhum fragmento foi colonizado por mais de dois

fungos (Tabela 2).

TABELA 2: Taxa de colonizag@o ¢ nimero de fragmentos de 1° ¢ 2° par de
folhas e meristemas de plantulas de cacau, colonizados por
fungos endofitos.

Item 1 par de folhas 2 par de folhas Meristemas Total
No. total de fragmentos 84 84 84 252
No. fragmentos > 1 UFC 38 28 38 104
Taxa de colonizagao (%) 452 333 452 41,2
No. fragmentos 1 UFC 37 26 37 100
No. fragmentos 2 UFC 1 2 1 4
No. fragmentos > 2 UFC 0 0 0 0
No. total de UFC 38 28 38 104

Ao contrario das plantulas, a taxa de colonizagdo ndo teve grande
variacdo, o que pode indicar certa uniformidade na quimica e na fisica do
substrato, pois fatores como a composi¢ao quimica e a topografia, entre outros,
podem influenciar as vias de transmissdo e infec¢ao, bem como a especificidade
da interag@o (Cannon & Simmons, 2002; Rodrigues e Petrini, 1996).

Do total de UFCs obtidas, 168 (94,3%) formaram estruturas
reprodutivas e 10 (5,7%) se desenvolveram como micélios estéreis. A
diversidade de fungos compreendeu oito géneros e doze espécies, sem contar 0s
morfotipos estéreis. Os géneros isolados com maior freqii€éncia foram

Colletotrichum, Fusarium, um Ascomyceto da familia Bionectriaceae e
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Trichoderma sp. Das plantulas de cacau comum, foram recuperadas quatro

espécies e das folhas e meristemas, doze espécies (Tabelas 3 ¢ 4).

TABELA 3: Taxa de isolamento de fungos endéfitos de cotilédones, radiculas

e raizes com freqiiéncia de isolamento total >1%

Cotilédones Radiculas Raizes Total

Fungos Freqiiéncia TI (%) Freqiiéncia TI (%) Freqiiéncia T (%) Geral
Trichoderma sp. 1 33 58,9 14 25 1 1,8 28,6
Trichoderma sp. 2 6 10,7 3 53 2 3,6 6,5
Micélio estéril branco 3 5,3 2 3,6 3 16,1 4,7
Fusarium sp.1 2 3,6 1 1,8 0 0 1,8
Fusarium sp. 2 2 3,6 2 3,6 0 0 2,4

TABELA 4: Taxa de isolamento de fungos endofitos 1° e 2° par de folhas e
meristemas de plantulas com freqiiéncia isolamento total >1%

1 par de folhas

2 par de folhas

Meristemas

Total

Fungos Freqiiéncia TI (%) Freqiiéncia TI (%) Freqiiéncia TI (%) Geral
C. gloeosporioides 23 27,4 19 22,6 9 10,7 20,2
Trichoderma sp. 1 4 4,7 1 1,2 0 0 2,0
Clonostachys rosea 2 2.3 2 2,3 0 0 1,5
Fusarium solani 3 3,6 1 1,2 0 0 1,6
Fusarium sp. 2 3 3,6 1 1,2 10 11,9 5,6
Micélio estéril branco 1 1,2 1 1,2 0 0 0,8
Cladosporium sp. 1 1,2 0 0 0 0 0,4
Periconia bysoides 1 1,2 0 0 0 0 04
Fusarium sp. 3 0 0 2 2,3 0 0 0,8
Fusarium sp. 4 0 0 1 1,2 0 0 0,4
C. acutatum 0 0 0 0 4 4.7 1,6
Ascomyceto familia
Bionectriaceae 0 0 0 0 14 16,6 5,5
Glomerella cingulata 0 0 0 0 1 1,2 0,4

45



Da mesma maneira que se observou anteriormente, a quimica ¢ a
topografia do substrato ¢ também a idade dos tecidos (Cannon & Simmons,
2002; Rodrigues e Petrini, 1996) afetam a diversidade e a freqiiéncia de fungos.
Nas folhas e meristemas, encontrou-se maior biodiversidade de fungos que nas

plantulas.

Encontraram-se também os dois grupos diferentes de endofitos
observados em Theobroma cacao e Theobroma gileri, o primeiro em folhas
(Herre et al., 2005) e o segundo em troncos de arvores (Evans et al., 2003;
Crozier et al.,, 2006). Os endoéfitos encontrados em folhas geralmente sdo
reconhecidos como fungos habitantes de folhas e ramos, como, por exemplo,
Colletotrichum, Botryosphaeria, Xylaria e Phomopsis, enquanto os endoéfitos
dominantes nos troncos de arvores, geralmente, se reconhecem como fungos de
solo, como Clonostachys e Trichoderma. O ascomiceto da familia
Bionectriaceae, isolado freqiientemente (16,6%) nos meristemas, seria incluido
no segundo grupo (habitantes do solo).

Alguns dos fungos encontrados nas plantulas de cacau sdo reportados
como potenciais agentes de controle biologico C. gloeosporioides, Trichoderma
sp. ¢ C. rosea (Arnold et al., 2003; Rubini et al., 2005; Evans et al., 2003; Mejia
et al., 2008). Portanto, ¢ necessario aprofundar os estudos sobre as interagdes
endofito-hospedeiro-patogeno, levando-se em conta os estagios de
desenvolvimento desde semente a muda.

O resumo dos fungos recuperados nas diversas etapas de crescimento
das plantulas de cacau registra-se na Figura 1. Os géneros isolados mais
freqiientemente nas diversas idades das plantulas de cacau foram Fusarium,

Trichoderma e Colletotrichum.
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Semeadura

Isolamento de

Isolamento Isolamento Isolamento meristemas de
de plantulas 1 par de folhas 2 par de folhas plantulas
f A A A A
0 9 21 34 38 Idade das
plantulas
Fungos Recuperados Fungos Recuperados Fungos Recuperados [ |Fungos Recuperados (dias)

Trichoderma sp 1
Trichoderma sp 2
Micélio estéril branco
Fusarium sp 1
Fusarium sp 2

C. gloeosporioides
Trichoderma sp 1
Clonostachys rosea
Fusarium solani
Fusarium sp 2
Micélio estéril branco
Cladosporium sp
Periconia bysoides

C. gloeosporioides
Trichoderma sp 1
Clonostachys rosea
Fusarium solani
Fusarium sp
Micélio estéril branco
Fusarium sp 3
Fusarium sp 4

C. gloeosporioides
Fusarium sp

C. acutatum
Teleomorfo de
Acremonium sp
Glomerella cingulata

FIGURA 1: Fungos endofitos isolados de plantulas de cacau comum em
varios estagios de crescimento.
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6 CONCLUSOES

Existem fungos endofitos no interior dos tecidos de plantulas de cacau
comum.

Os géneros Trichoderma, Colletotrichum e Fusarium apresentaram a
maior taxa de isolamento.

A maior taxa de colonizacdo se obteve nos cotilédones (>80%) e a
menor, nas raizes (10%).

Alguns fungos encontrados nas primeiras etapas de desenvolvimento das

plantulas poderiam ser agentes de biocontrole.
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CONSIDERACOES FINAIS

Qual a estratégia efetiva de biocontrole?

Primeiro, obter isolados de fungos endofitos de cacau nativo, na selva,
apo6s realizar avaliacdo e selecdo dos fungos potenciais. Dos fungos com maior
sucesso, estudar qual(is) o(s) mecanismo(s) de inibi¢do, se ¢ direto pode ser por
competi¢do, antibiose ou hiperparasitismo, se ¢ indireto, por resisténcia
induzida, neste caso, deve-se caracterizar os mecanismos bioquimicos
envolvidos. E fundamental, também, compreender os padrdes ecoldgicos da
interacdo endofito-hospedeiro, identificar os mecanismos das interagdes
endofito-patogeno-hospedeiro. Isto representa o comego do trabalho. Sugere-se
combinar estudos ecoldgicos e estudos in vitro que ajudem a identificar agentes
potenciais para biocontrole e testa-los (Herre et al., 2007; Rodriguez ¢ Redman,

1997; Mejia et al., 2008).
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