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Recebido em: 07/09/2015 Os micro-organismos antagonistas (bactérias, leveduras e fungos filamentosos) tém

Aceito em: 26/11/2015 a capacidade de exercer um efeito antagonista sobre diferentes patdgenos sendo
Publicado em: 23/12/2015 empregados para controlar diversas enfermidades de frutos e vegetais. Este estudo

objetivou isolar e testar microrganismos presentes em Eugenia dysenterica DC
Document Object Identifier contra Aspergillus parasiticus, Colletotrichum gloeosporioides e Monilinia
10.18067/jbfs.v2i4.68 fructicola e in vitro. Foram coletados caules e folhas de 30 individuos de

Cagaiteira. Os fragmentos vegetais passaram por desinfeccdo superficial, de acordo
com o proposto por Rosa, et. al, (2010). Os fragmentos foram inoculados em placas
de Petri contendo agar Batata a 25-28 °C por um periodo de até 60 dias. Os 263
endofiticos obtidos foram purificados e avaliados quanto ao seu potencial de
antagonismo inibicdo por producdo de substancias difusiveis e volateis. Um total de 96 dos
isolados, demonstraram atividade antagonista contra os fitopatdgenos. Sendo 45
isolados capazes de inibir o crescimento do fitopatdgeno A. parasiticus. Contra o
fitopatdgenos fitopatégeno C. gloeosporioides 68 endofiticos apresentaram atividade antagonista.
Ja contra o fitopatdgeno M. fructicola apenas 17 fungos foram capazes de exercer
efeito inibitério. Os isolados obtidos apresentaram potencial para producdo de
camillamalta_17@hotmail.com  sypstancias bioativas contra estes fitopatdgenos.
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Endophytic fungi Eugenia dysenterica DC as biocontrol of plant pathogens in vitro.

ABSTRACT- The antagonistic microorganisms (bacteria, yeasts and filamentous fungi) are able to exert an
antagonistic effect on various pathogens being used to control various diseases of fruits and vegetables. This study
aimed to isolate and test microorganisms present in Eugenia dysenterica DC against Aspergillus parasiticus,
Colletotrichum gloeosporioides, and Monilinia fructicola and in vitro. Stems and leaves were collected from 30
specimens of cagaiteira. The samples were submited to a surface disinfection, according to the proposed by Rose, et.
al, (2010). Fragments were inoculated on Petri plates containing the agar Potato 25-28 ° C for 60 days. 263
endophytic fungi strains were obtained, purified and assessed for their potential in to produce inhibitore volatile or
diffusible substances. A total of 96 isolates showed antagonistic activity against plant pathogens. 45 isolates being
able to inhibit the growth of A. parasiticus. Against the pathogen C. gloeosporioides 68 endophytes showed
antagonist activity. Against the pathogen M. fructicola only 17 fungi were able to exert inhibitory effect. These
isolates showed potential for the production of bioactive substances against these pathogens.
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INTRODUCAO

Entre as espécies de frutas comestiveis
nativas do cerrado a cagaita ou cagaiteira — Eugenia
dysenterica DC - ¢ altamente apreciada pela
populacdo. Tem uma ampla distribuicdo no cerrado,
ocorrendo nos Estados da Bahia, Goias, Maranhao,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Para, Piaui, Sdo Paulo, Tocantins e Distrito Federal
[1].

Evolutivamente, as plantas vém
desenvolvendo complexos mecanismos adaptativos,
sendo que o estabelecimento das mesmas em seus
respectivos habitats envolve a sua capacidade em
interagir com diferentes espécies de seres vivos [2].
Fungos endofiticos podem estar presentes em todos
0s Orgdos de uma planta hospedeira, podendo sua
colonizacdo se dar de forma inter ou intracelular,
localizada ou sistémica [3]. Segundo Gundel et al.
[4], os enddfitos frequentemente induzem alteracGes
morfoldgicas, fisiologicas e bioguimicas em seus
hospedeiros, o que pode afetar a performance das
plantas sob diferentes estresses bidticos ou
abioticos, tais como déficit hidrico, salinidade e
altas concentraces de metais no solo, herbicidas e
herbivoros. Assim, estes microrganismos podem ser
benéficos aos hospedeiros ao conferir resisténcia a
insetos e herbivoros, tolerdncia a dessecacao,
protecdo contra patdgenos e, ainda, aumentar o
crescimento vegetativo [2].

Microrganismos endofiticos sdo
potencialmente Gteis na agricultura e na industria,
particularmente na alimenticia e farmacéutica.
Podem ser utilizados como vetores para introdugédo
de genes de interesse nas plantas, como agentes
inibidores de pragas e patdgenos, e como fontes de
metabolitos primarios e secundarios de interesse
como o0 taxol, poderoso anticancerigeno e a
cryptocandina, lipopeptideo antimicético e diversos
outros antimicrobianos [5].

A selecdo de antagonistas da microbiota
residente no fruto pode ter vantagens ecoldgicas
sobre antagonistas casualmente depositados no fruto
ou aqueles que residem principalmente no solo.
Estes antagonistas também podem ser mais
aceitaveis no tratamento pos-colheita de frutas com
ampla aceitacdo e consumo, uma vez que Sdo
consumidos juntamente com os frutos durante anos
sem efeitos adversos conhecidos [6].

As doencas de plantas sdo responsaveis por
grandes perdas nas culturas de importancia
econdmica, principalmente aquelas que ocorrem
durante a pos-colheita. Os fungos sdo 0s principais
causadores de doencas pods-colheita em frutas.
Aspergillus  flavus e Aspergillus parasiticus,
contaminam numerosos alimentos em climas
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guentes onde podem produzir aflatoxinas em
diferentes pontos da cadeia, como pré-colheita,
processamento, transporte ou armazenamento [7].

Os fungos do género Colletotrichum
apresentam as espécies que estdo entre os mais bem
sucedidos fungos patogénicos de plantas, causando
significativos prejuizos econémicos as plantactes
das regiGes tropicais, subtropicais e temperadas [8].
C. gloeosporioides é o0 mais expressivo agente
causador da antracnose, principal doenca de frutos
em pos-colheita, e pode degradar: banana (Musa
spp.), caju (Anacardium occidentale L.), goiaba
(Psidium guajava), manga (Mangifera indica L.),
mamdo (Carica papaya L.), maracuja (Passiflora
edulis f. flavicarpa Deg.), entre outras [9].

Monilinia fructicola é responsavel pela
podriddo parda, a qual constitui a doenga mais
importante das frutas de caroco, como o péssego,
representando também significativas perdas para a
economia mundial [10]. A podriddo parda pode ser
causada por trés espécies do género Monilinia, M.
fructicola (G. Winter) Honey, M. laxa (Aderhold &
Ruhland) Honey e M. fructigena (Aderh. & Ruhl)
Honey. Na América do Sul e do Norte, india, Jap&o,
Republica da Coréia, Oceania encontram-se as
espécies M. fructicola e M. laxa e na Europa, M.
fructigena [11, 12].

Portanto, este estudo teve como objetivo,
contribuir para o conhecimento da microbiota
endofitica e epifitica associada a Eugenia
dysenterica DC (cagaita) e avaliar o potencial dos
mesmos na producgdo de metabolitos com atividade
antimicrobiana. Somando assim, conhecimentos as
metodologias ja estabelecidas e apontar novas
estratégias de controle bioldgico de fitopatdgenos.

MATERIAL E METODOS

a) Obtencao dos Endofiticos

Foram coletadas amostras de folhas e de
caule de 30 individuos de Cagaiteira, provenientes
da regido ecotonal entre areas de cerrado e de
pastoreio, na Fazenda Suécia, localizada na rodovia
estadual TO 010 Km 16 e regides circunvizinhas.
As amostras de caules e folhas, foram armazenadas
em sacos plasticos e posteriormente processadas no
Laboratério de Microbiologia Ambiental e
Biotecnologia da Universidade Federal do
Tocantins.

Os fragmentos de caules foram cortados com
tesoura estéril e os fragmentos de folhas foram
obtidos através de cortes realizados com perfurador
de rolha estéril. Os fragmentos passaram entdo por
desinfecgdo superficial, através da imersdéo em
alcool 70 % (por 1 min.), hipoclorito de s6dio 2 %
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(por 3 min.) e &gua destilada estéril (por 2 min.)
[13].

Apos a desinfeccao superficial, os fragmentos
foram transferidos para placas de Petri contendo
4gar BDA (Batata Dextrose Agar), suplementado
com cloranfenicol (100 pg/mL). As placas foram
inoculadas com 3 fragmentos de caule ou folha,
sendo a amostragem por individuo vegetal realizada
em triplicata. Ou seja, trés placas com 3 fragmentos
de caule cada e trés placas com 3 fragmentos de
folhas. Totalizando 9 fragmentos de caule e 9
fragmentos de folhas para cada individuo de cagaita
amostrado. Em seguida as placas foram incubadas a
25-28 °C por um periodo de até 60 dias. Os isolados
fangicos obtidos apdés a incubacdo foram
individualmente transferidos para novas placas de
Petri contendo BDA e incubados a 25 — 28 °C por 7
dias para purificagéo.

b) Preparacdo dos indculos

Os isolados endofiticos e os fitopatdgenos,
Aspergillus parasiticus (IMI 242698) — cepa
gentilmente cedida pelo Instituto de Micologia da
Inglaterra, Colletotrichum gloeosporioides (CG -
INCOPER 02) e Monilinia fructicola (MFA 3635),
foram previamente cultivados em &agar BDA (Batata
Dextrose Agar) durante 7 dias.

c¢) Antagonismo in vitro

Para a verificagdo da producdo de substancias
difusiveis, um disco de agar de 6 milimetros de
diametro contendo micélio de cada fungo endofitico
foi inoculado em um lado de uma placa de Petri
contendo meio BDA e incubado por trés dias a 25-
28°C. Em seguida, um disco similar de cada
fitopatdgeno foi inoculado no lado oposto da placa.
Apos trés dias de incubacdo a 25-28°C, o didmetro

do micélio fungico dos fitopatégenos foram
medidos com auxilio de paguimetro digital e
comparados com as dimensdes do controle. O teste
de producdo de substancias volateis foi realizado
utilizando-se a mesma metodologia, porém o meio
de cultivo foi dividido ao meio com o auxilio de
lamina de bisturi estéril, a fim de evitar o efeito de
difusdo. Estas placas foram seladas com parafilme,
e incubadas nas mesmas condigdes utilizadas para o
teste de substancias difusiveis.

Os controles negativos foram realizados com
a inoculacdo de cada fitopatégeno no meio de
cultura sem o antagonista. Foram considerados
ativos os fungos endofiticos que inibiram o
crescimento de pelo menos um dos fitopatdgenos
alvos em um valor igual ou superior a 50 %
comparando-se com o didmetro das coldnias do
controle.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap0s 0 processo de isolamento e purificacéo,
foram obtidos 263 isolados, para 0s testes seguintes.
Sendo 147 col6nias provenientes de folhas e 116 de
caules de Eugenia dysenterica DC.

Todos os 263 endofiticos isolados foram
avaliados quanto ao seu potencial contra o0s
fitopatogenos A. parasiticus (IMI 242698), C.
gloeosporioides (CG — INCOPER 02) e M.
fructicola (MFA 3635). Sendo que 96 dos isolados,
ou seja 36,5 %, demonstraram atividade antagonista
contra pelo menos um dos fitopatégenos alvo. Dos
antagonistas positivos 31 endofitos (32,2 %)
produziram substancias volateis, 42 (43,7%)
produziram substancias difusiveis e 23 (23,9 %)
produziram ambas as substancias (Figura 1).

Figura 1. Relacdo de nimeros de endofiticos antagonistas quanto as substancias produzidas.
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Dos 96 individuos endofiticos que
apresentaram atividade antagonista, 45 (46,8 %)
foram capazes de inibir o crescimento de A.
parasiticus (IMI 242698). Sendo que destes, 17
isolados foram antagonistas produzindo substancias
volateis, 21 produzindo substancias difusiveis e 6
produziram ambas as substancias.

Contra C. gloeosporioides (CG — INCOPER
02) 68 isolados (70,8 %) apresentaram atividade
antagonista. Sendo a inibicdo observada atraves da
producdo de substancias volateis de 14 isolados,

substancias difusiveis de 36 exemplares fungicos e
18 enddfitos produziram as duas substancias em
ambos os testes.

Ja contra o fitopatégeno M. fructicola (MFA
3635) apenas 17 fungos foram considerados
positivos (17,7 %). Sendo que 9 isolados
produziram substancias volateis, 5 através da
producdo de substancias difusiveis e apenas 3
individuos produziram ambas as substancias
(Figura 2).

Figura 2. Frequéncia de fungos filamentosos provenientes de Eugenia dysenterica DC
antagonistas contra os fitopatdgenos Aspergillus parasiticus, Colletotrichum
gloeosporioides e Monilinia fructicola.
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No presente estudo foi observado um
grande numero de isolados capazes de inibir o
crescimento de A. parasiticus e C. gloeosporioides.
Em contraste, foi observada uma baixa frequéncia
de isolados ativos contra M. fructicola, assim como
em trabalho realizado por Turibio [14]. Onde
fungos endofiticos isolados de soja (Glycine max
(L) Merril) foram testados como inibidos do
crescimento dos fitopatdgenos A. parasiticus, C.
gloeosporioides e M. fructicola. Dentre os 140
isolados testados quanto & produgdo de substancias
difusiveis no meio, 1 inibiu o crescimento de A.
parasiticus, 12 inibiram C. gloeosporioides e 1
inibiu o crescimento micelial de M. fructicola. Um
isolado foi ativo tanto para A. parasiticus quanto M.
fructicola. No teste de producdo de compostos
volateis bioativos, 3 isolados foram ativos
exclusivamente  contra  A.  parasiticus, 1
exclusivamente contra M. fructicola e 8 também
exclusivos, contra C. gloeosporioides. Sendo que, 4
fungos apresentaram atividade contra 0s patdgenos
M. fructicola e C. gloeosporioides simultaneamente.

A baixa frequéncia de endofitos antagonistas
para M. fructicola pode ser justificada pela
influéncia da presséo evolutiva sobre A. parasiticus
e C. gloeosporioides, fitopatdgenos que ocorrem em
varias regibes do Brasil, e pela auséncia ou
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inexpressiva pressao seletiva sobre o segundo, de
ocorréncia menos frequente em nosso pais [15, 16].

CONCLUSAO

E. dysenterica mostrou ser um importante
hospedeiro vegetal, constituindo uma boa fonte de
fungos endofiticos.

Os isolados fungicos apresentaram grande
potencial para biocontrole dos fitopatégenos A.
parasiticos e C. gloeosporioides, através da
producdo de substancias bioativas (difusiveis e
volateis).
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