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RESUMO

A banana (Musa sp.) é uma fruta de origem asiética, pertence a familia Musaceae. E rica em
vitaminas do tipo A, B e C, minerais, e abundante em carboidratos, proteinas, gorduras possuindo
baixo teor calorico. Tem grandes aplicagdes na indUstria alimenticia, na producéo de sorvete, shake,
bolacha integral, doces. A farinha da fruta verde, é utilizada na fabricacdo de péo integral, bolos e
Browne integral. Uma das principais doencas que atacam a cultura da banana no Brasil,
influenciando diretamente na produtividade é o mal-do-panama, causado pelo fungo fitopatogénico
Fusarium sp. Como controle alternativo, tem se usado agentes microbianos, extratos vegetais,
extratos fangicos e 6leos essenciais, como agentes fungicidas. Portanto, o presente trabalho
objetivou avaliar o potencial de inibicdo dos fungos endofiticos da sucupira branca (Pterodon
emarginatus) e 6leo essencial das sementes de sucupira frente ao fungo fitopatogénico Fusarium
sp. E avaliar o estimulo da producéo de fitoalexinas na cultura do sorgo e na cultura da soja,
utilizando extrato de fungos endofiticos como tratamento. Os experimentos in vitro foram
realizados em triplicata, selecionando 15 endofiticos, utilizou-se placas de Petri de 8 cm de didmetro
contendo meio de cultura BDA. Foram colocados dois discos em lados opostos da placa de Petri,
um contendo micélios do fungo endofitico e o outro contendo micélios do fungo fitopatogénico,
incubadas em BOD a 28 °C em fotoperiodo de 12 horas. Como controle, utilizou-se dgua destilada
e um disco de micélios de Fusarium sp. Para o tratamento com 0leo essencial de sucupira na
inducdo de fitoalexinas, cinco concentragcdes foram testadas (50.000, 10.000, 5.000, 2.500 e 1.250
ug mL1) e extratos fingicos apenas. No antagonismo, 9 fungos endofiticos apresentaram resultados
satisfatorios, sendo que os fungos Pe5a claro e Pe5a escuro sobrep6s 100% o patégeno. Para 0s
ensaios realizados com 06leo da sucupira branca, a % de inibicéo foi de 80 % dos esporos do fungo
Fusarium sp. Na producéo de fitoalexinas no sorgo e na soja o extrato Pe2d, foi o que apresentou
melhor resultado, sendo maior que o controle positivo Biozyme®. No sorgo, usando o Gleo
essencial ndo houve valor maximo obtido. Na soja o valor méximo obtido foi na concentragdo de
(50.000 pg mL™Y). Os resultados obtidos foram bons, o que despertou aprofundar-se em estudos e
pesquisas voltadas a biotecnologia, para outros fins economicamente viaveis.

Palavras-chaves: Fungos endofiticos. Oleo essencial. Mal-do-panama. Controle bioldgico.



ABSTRACT

The banana (Musa sp.) Is a fruit of Asian origin, belongs to the family Musaceae. It is rich in
vitamins type A, B and C, minerals, and abundant in carbohydrates, proteins, fats possessing low
caloric content. It has great applications in the food industry, in the production of ice cream, shake,
whole wafer, sweets. The green fruit flour, is used in the manufacture of whole wheat bread, cakes
and whole Browne. One of the main diseases that attack the banana crop in Brazil, directly
influencing productivity is the pan-mal, caused by the phytopathogenic fungus Fusarium sp. As an
alternative control, microbial agents, plant extracts, fungal extracts and essential oils have been
used as fungicidal agents. Therefore, the present work aimed to evaluate the potential inhibition of
endophytic fungi of sucupira (Pterodon emarginatus) and essential oil of sucupira seeds against
phytopathogenic fungus Fusarium sp. And to evaluate the stimulus of phytoalexin production in
the sorghum culture and in the soybean crop, using endophytic fungi as a treatment. In vitro
experiments were performed in triplicate, selecting 15 endophytes, 8 cm diameter Petri dishes
containing BDA culture medium. Two discs were placed on opposite sides of the Petri dish, one
containing endophytic mycelia and the other containing mycelium of the phytopathogenic fungus,
incubated in BOD at 28 ° C in a 12-hour photoperiod. As control, distilled water and a disk of
mycelium of Fusarium sp. For treatment with sucupira essential oil in induction of phytoalexins,
five concentrations were tested (50,000, 10,000, 5,000, 2,500 and 1,250 ug mL™) and fungal
extracts only. In the antagonism, 9 endophytic fungi presented satisfactory results, with the Peba
clear and dark Peba fungi overlapping the pathogen 100%. For the tests performed with white
sucupira oil, the% inhibition was 80% of the spores of the fungus Fusarium sp. In the production
of phytoalexins in sorghum and soybean the Pe2d extract was the one that presented the best result,
being greater than the positive control Biozyme®. In sorghum, using the essential oil there was no
maximum value obtained. In soybean the maximum value obtained was in the concentration of
(50,000 pg mL1). The results obtained were good, which led to a deepening of studies and research
focused on biotechnology, for other economically viable purposes.

Key-words: Endophytic fungi. Essential oil. Mal-do-panama. Biological control.
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1. INTRODUCAO

Microrganismos endofiticos sdo fungos e bactérias que vivem no interior das plantas.
habitam partes aéreas, como folhas e caules, até entdo sem causar danos aos seus respectivos
hospedeiros. Os enddfitos podem se diferenciar dos microrganismos fitopatogénicos por néo
serem prejudiciais as plantas, e nem Ihes causar doengas aparentes (ARAUJO et al., 2012).

Fungos endofiticos tem despertado grande interesse biotecnoldgico, devido a vasta
biodiversidade da flora brasileira. Assim, estes fungos vém se destacando pelo seu potencial de
eliminar patdgenos causadores de severas doencas. Por meio da acdo de metabdlitos
sintetizados pelos fungos endofiticos, o controle alternativo tem se tornado eficaz. Nao causam
danos ao meio ambiente e a saude humana, quando comparados aos agrotdxicos usados em
grande escala atualmente (CORREIA et al., 2015; SANTOS; VARALLO, 2011).

Segundo Oliveira et al., (2014) as espécies fungicas do género Trichoderma e
Clonostachy, tem demonstrado ser viavel no controle de fitopatogénicos e eficientes no
biocontrole da vassoura de bruxa do cacaueiro, através da producéo de antibidticos antifangicos
e principalmente por apresentarem potencial para crescer endofiticamente em tecidos verdes
sem causar danos ao hospedeiro.

A cultura da banana (Musa spp), constitui-se em atividade agricola importante para o
Brasil e estado do Tocantins, proporcionando retorno econdmico para o produtor. Depois da
laranja a banana € a segunda fruteira com maior cultivar no Brasil. o extremo norte do estado
do Tocantins é considerado o maior produtor da fruta (ALMEIDA, 2016).

Como toda cultura, a bananeira também é afetada por patdgenos, 0s quais sao causadores
de muitos prejuizos aos agricultores. Dentre as doencas, 0 mal do panama, doenca inicialmente
observada em Piracicaba (Sdo Paulo) em 1930, € causada pelo fungo Fusarium oxysporum f.
sp. cubense. O patdgeno se estabelece nos tecidos hospedeiros através do sistema radicular,
principalmente através das raizes secundérias, alcancando, posteriormente, o xilema
(ALMEIDA, 2016). Para tanto, a fim de minimizar os riscos da doenca, outras medidas de
controle devem ser implementadas.

Além do que atualmente ja € feito, incluindo a utilizacdo de mudas sadias, o controle de
nematoides e da broca do rizoma, uma vez que esses podem contribuir para o incremento do
mal do panama, o controle alternativo e bioldgico por meio de fungos endofiticos e éleo
essencial, faz-se necessario (TAIZ et al., 2017; TORRES et al., 2018). Outro fator importante é

a determinacédo dos metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas, bem como a sua atividade
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elicitora (fitoalexinas) ou antimicrobiana podendo ser uma alternativa eficaz no controle de
doencas.

Observando assim, 0 modo de acdo das fitoalexinas sobre fungos fitopatogénicos. As
fitoalexinas sdo metabdlitos secundarios, antimicrobianos, sendo considerada um dos principais
mecanismos de defesa das plantas. Estando diretamente associada a prevencdo da infeccédo
causada por patogenos (MATIELLO etal., 2016). Logo, é importante entender a influéncia dos

fatores biodticos e abioticos nesse processo de defesa das plantas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Isolar e identificar fungos endofiticos das folhas de sucupira branca (Pterodon
emarginatus), bem como avaliar o potencial dos mesmos de maneira a desenvolver meios
alternativos e eficazes de controle da doenga do mal-do-panama causada pelo fungo
fitopatogénico Fusarium sp. Além disso, uma modelagem matematica sera desenvolvida para

avaliar o crescimento da populacédo fungica no progresso da doenca.

2.2 Objetivos especificos

» Isolar e identificar fungos endofiticos das folhas e caule da sucupira branca (Pterodon
emarginatus);

» Auvaliar o potencial de inibicdo dos fungos endofiticos frente ao fungo fitopatogénico
Fusarium sp;

» Extrair o 6leo essencial da semente de sucupira branca (Pterodon emarginatus) e avaliar

0 seu potencial na germinacédo de conidios do fitopatégeno Fusarium sp.

» Auvaliar o estimulo da producdo de fitoalexinas na cultura do sorgo e gliceolina na

cultura da soja, utilizando extrato de fungos endofiticos como tratamento.

15



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Cultura da Banana

A banana (Musa sp.) é uma fruta de origem asiatica, classe Monocotyledoneae, ordem
Scitaminalese e pertence a familia Musaceae. E uma fruta rica em vitaminas do tipo A, B e C,
além de minerais, tais como, calcio, potassio e ferro, abundante em carboidratos, proteinas,
gorduras possuindo baixo teor calérico (PINHEIRO et al., 2018). A bananeira é um vegetal
herbaceo constituido por sistema radicular, caule subterraneo conhecido popularmente como
rizoma, pseudocaule, folhas, flores e frutos. Por ser uma espécie de clima tropical, a bananeira
é cultivada em todas as regides do Brasil (BEZERRA, 2019).

Figura 1 - Planta bananeira (Musa sp)

PSEUDCCAULE

Fonte: Adaptado RAMPAZZO, 2014.

Segundo dados do IBGE (2017), a banana é a segunda fruta mais produzida no Brasil,
sendo classificada em quinto lugar no ranking mundial. A safra anual 2017, foi de
aproximadamente 6,675 milhGes de toneladas, com &rea colhida de 465,434 mil hectares e
rendimento médio de 14 mil kg/ha-1. No ano de 2017 o Tocantins contribuiu com uma area
plantada de 2.496 ha com producdo de 24.030 toneladas e rendimento de 9,63 ton/ha. Dessa
forma, a bananeira é considerada uma cultivar promissora, pois gera emprego e méo de obra
auxiliando na economia do pais.

A fruta in natura é consumida por toda populacdo brasileira, tem grandes aplicacGes na
industria alimenticia, sendo utilizada para a producéo de sorvete, shake, bolacha integral, doces,
dentre outros. A fruta ainda verde pode ser processada para a obten¢éo da farinha, utilizada na
fabricacéo de pdo integral, bolos e Browne integral (ANDRADE et al. 2017).
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Embora a producdo de banana seja elevada, como toda cultura sujeita a doengas, a
bananeira também ¢ afetada por patdgenos, que causam grandes perdas na producédo. Dentre as
doencas o enfoque do trabalho é voltado ao mal-do-panama, doenca causada na bananeira pelo

fungo Fusarium sp.

3.2 O fungo Fusarium sp.

Os fungos do género Fusarium sdo responsaveis pela perda de varias cultivares no
Brasil, e no mundo (SA et al., 2019). As espécies fitopatogénicas mais comuns dentro do género
Fusarium sdo, F. moniliforme, F. solani, F. oxysporum, e F. verticillioidis. Atualmente a
posicdo taxondmica pertence ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Sordariomycetes,
Ordem Hypocreales, Familia Nectriaceae, e Género Fusarium (CHAGAS JUNIOR et al.,
2018).

Os fungos do género Fusarium tem como caracteristicas o crescimento rapido da
colénia, com micélio aveludado a levemente cotonoso. Sendo incubado a 25°C por sete a dez
dias, o fungo pode apresentar pigmentacdo do micélio que varia de cor, rosa, purpura, cinza ou
amarela. E para a determinacdo dessas espécies 0 meio de cultivo mais utilizado é o Batata
Dextrose Agar (BDA) (SA et al. 2019).

A morfologia principal deste género € caracterizada na forma de foice de seus conidios.
Os quais emergem de células conidiogénicas localizadas na extremidade das hifas e podem
apresentar-se isoladamente ou agrupados em massas crescendo diretamente do micélio (MELO
etal., 2010).

Figura 2 — Colénias de Fusarium spp. em meio batata dextrose agar (A) conidiéforo (B)

Fonte: Adaptado BARRETO, 2018; WALKER et al., 2016
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Os fungos deste género sdo considerados fungos cosmopolitas, pois causam
escurecimento vascular de diferentes plantas, murcha, desfolhacéo, tombamento, podriddo de
raiz e morte da planta (DEAN et al., 2012). Essas espécies de fungos sdo as principais
responsaveis por perdas significativas nas cultivares brasileira.

Os fungos do género Fusarium apresentam alta capacidade de sobrevivéncia na auséncia
de um hospedeiro, e isso s6 € possivel devido a estruturas de resisténcias que o fungo apresenta
denominadas como clamiddsporos (ALMEIDA, 2016).

3.3 Doenca mal-do-panama

O mal-do-panama é um problema fitossanitario causado pelo fungo Fusarium sp.,
agente casual da doenga na bananeira. A doenga teve seu primeiro registro no ano de 1930, em
Piracicaba cidade de Sdo Paulo, onde influenciou na perda de 1 milh&o de pés de banana maca
num periodo de 4 anos (ALMEIDA, 2016).

As bananeiras infectadas pelo fungo Fusarium sp. apresentam sintomas de
amarelecimento e murcha foliar, seguido de secagem das folhas que formam um modelo de
guarda-chuva fechado. No pseudocaule ou rizoma € perceptivel a descoloracéo vascular que
apresenta manchas vermelhas que identificam a presenga do fitopatdgeno (FERNANDES et al.,
2006).

Figura 3- Bananeira com sintomas do ataque de mal-do-panaméa (A), Pseudocaule com

sintomas de ataque do mal-do-panamé

Fonte: Adaptado FERNANDES et al., 2006
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Alguns produtos quimicos sdo utilizados para o controle dessa doenca, porém, o produto
s6 é eficaz quando aplicado de forma preventiva (CHAGAS JUNIOR et al., 2018). Dessa forma
hé algum tempo a solugdo encontrada como controle efetivo do mal-do-panama, € a utilizacéo
de clones e cultivares tolerantes a essa enfermidade, ou seja, plantas melhoradas por meio da
cultura de células vegetais, que geram plantas livres de doengas e fitopatdgenos (BORGES et
al., 2007).

34 Controle alternativo

Atualmente tem se utilizado produtos alternativos a fim de controlar pragas, e doencas
causadas por fungos, bactérias, virus, protozoarios e nematoides, que atacam culturas
economicamente importantes e que sejam sustentaveis (MORANDI et al., 2008).

O controle alternativo tem como objetivo controlar e evitar as doencas causadas nas
lavouras, de forma que ndo venha causar prejuizo a biodiversidade, o0 meio ambiente e
principalmente a salde do ser humano. Quando comparados aos agrotoxicos que Sao
amplamente utilizados atualmente e geram residuos toxicos que contaminam o solo e as plantas,
atinge a saude do agricultor, dependendo do tempo de uso, além de tornar os patégenos
resistentes a sua aplicacdo (RUFINO et al., 2018).

Os métodos alternativos utilizados sdo, agentes microbianos, extratos vegetais, extratos
fangicos e 6leos essenciais, estes que tém sido relatados na literatura como agentes fungicidas.
Logo, a utilizacdo desses agentes de origem natural tem como caracteristica controlar ou inibir
o desenvolvimento de doencas (RUFINO et al., 2018).

Segundo Francisco et al., (2012) os produtos naturais derivados de plantas apresentam
acdo antimicrobiana, ao atuar sobre o patdgeno. Esse fator esta diretamente relacionado aos
metabdlitos secundarios que funcionam como indutores de resisténcia, que atuam ativando os
mecanismos de defesa da planta através de moléculas bioativas como bioestimulantes do
crescimento da planta.

O controle alternativo € um metodo sustentavel de protecdo ao meio ambiente, e
apresenta como vantagens, baixo custo, recuperacdo de solos contaminados, facil aplicacao,

além de ndo deixarem residuos no meio ambiente, 0 que é caracteristica do uso de agrotéxicos.
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35 Oleo essencial de sucupira branca

Atualmente sdo conhecidas aproximadamente 3.000 espécies de plantas que sintetizam
6leos essenciais, sendo que 300 sdo comercialmente importantes, aplicados na industria
farmacéutica, alimenticia, agropecudria, sanitaria, cosmética e de perfumes (SILVA et al.,
2015).

Desta forma, os 6leos essenciais tém sido uma alternativa bastante estudada quanto a
sua utilizacdo no controle alternativo de microrganismos patogénicos, devido as suas
propriedades de defesa que séo oferecidas a planta de acordo com a sua composicao quimica
(RUFINO et al., 2018).

Os 6leos essenciais sdo compostos volateis, devido ao seu alto ponto de ebulicdo
produzidos pela planta, podendo ser extraidos de flores, folhas, casca de frutos, e sementes.
Possuem aroma ou odor, caracteristica que varia de acordo com as diferentes espécies
(GOULART et al., 2018).

Os oOleos essenciais ou metabdlitos secundarios vegetais tém como principal funcdo
oferecer a planta, protecdo contra infeccBes fungicas, viroses, bacterioses, e herbivoras, atuam,
repelindo ou atraindo outros organismos e apresenta acdo de resisténcia a estresses ambientais
(TAIZ et al., 2017). Os principais constituintes quimicos encontrados nos 6leos essenciais sdo
os derivados dos compostos terpénicos, como 0s monoterpénicos (CioHs), sesquiterpenos
(C15H24) e os fenilpropanoides (MIRANDA et al., 2016).

Tabela 1- Classificagdo dos terpenos baseada na quantidade de unidades de isopreno, com 0s

respectivos exemplos.

Classificacio Bloco de isopreno Quantidade de carbono
Hemiterpenos 1 5
Monoterpenos 2 10
Sesquiterpenos 3 15
Diterpenos 4 20
Triterpenos 6 30
Tetraterpenos 8 40
Politerpenos >8 >40

Fonte: Adaptado FELIPE; BICAS, 2017
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Os terpendides constituem a maior classe encontrada em produtos naturais de plantas,
sendo classificados de acordo com o nimero de carbonos, presente em sua estrutura (CUNHA,
2018). Apesar de apresentarem diferencas estruturais entre si, todos os terpenoides sdo
basicamente estruturados em blocos de cinco carbonos, unidades de isopreno (CsHs), ligadas
entre si (FELIPE; BICAS, 2017).

Contudo a composicdo quimica dos 6leos essenciais esta diretamente relacionada com
fatores abidticos e genéticos. Os fatores abidticos sdo, temperatura, pluviosidade, nutrigéo,
luminosidade, periodo de coleta, pois 0o aroma caracteristico de cada planta esta diretamente
relacionado com o horério de coleta e a época do ano escolhida também influencia (PAULUS
et al., 2016). J& os fatores genéticos que influenciam na composi¢do quimica do 6leo essencial,
estd diretamente relacionado com as interagdes planta/microrganismos, planta/planta, e
planta/insetos, outro fator importante é a idade e o periodo de desenvolvimento da planta
(ALCANTARA et al., 2018).

A sucupira branca (Pterodon emarginatus) é uma espécie arborea, da familia Fabaceae,
nativa do cerrado brasileiro, e destaca-se pela importancia medicinal e florestal apresentada na
cultura brasileira (SANTOS et al., 2010). Todas as partes da planta sdo utilizadas na medicina
popular, desde as raizes, frutos e folhas, estas que sdo indicadas principalmente no tratamento
do diabetes, e reumatismo, além de atuar como anti-inflamatério (GALCERAN et al., 2011).

Segundo Santos et al., (2010) na década de 90 pesquisas comprovaram que o 6leo da
semente de espécies Fabaceae do género Pterodon se mostrou altamente eficaz no controle da
mosca-do-chifre (Hematobia irritans).

De acordo com estudos fitoquimicos com o objetivo de avaliar as propriedades quimicas
presentes no 6leo extraido da semente da sucupira branca, foi possivel observar a presenca de
monoterpenos, diterpenos, isoflavonas e sesquiterpenos, tais como: d-elemeno, -elemeno,
trans-cariofileno, B-gurjunene, o-humuleno, y-Murolene, germacreno-D, biciclogermacreno,
espatulenol, 6xido de cariofileno e acetato de cisfarnesil. Esses compostos apresentam agdo
anti-reumatica, anti-inflamatoria e analgésica. Dessa forma tem se despertado interesse em
desenvolver estudos para avaliar o potencial da atividade antifingica apresentada por essas

propriedades encontrada no 6leo essencial da sucupira branca (DUTRA et al., 2012).
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Tabela 2- Constituintes do 0leo essencial das folhas de Pterodon emarginatus VVogel,

Fabaceae
IR Constituintes Teor (%)
1376 a-copaeno 1,07
1390 B-elemeno 7,10
1419 E-cariofileno 6,73
1454 a-humuleno 2,48
1479 y-muroleno 48,79
1500 biciclogermacreno 22,66
1497 acifileno 7,41

IR: indice de retencdo; Rendimento: 2%

Fonte: Adaptado SANTOS et al., 2010.

3.6 Fungos endofiticos

Os microrganismos endofiticos sdo fungos e bactérias que habitam em plantas sem
oferecer nenhum dano ao seu hospedeiro. Segundo a literatura, a estimativa € que exista cerca
de 1,5 milhdes de espécies de fungos, sendo apenas 90 mil espécies catalogadas (AZEVEDO,
2014).

Contudo, para cada planta hospedeira é possivel isolar uma ou mais espécies de
endofitos, estes podem ser divididos em dois grupos: no grupo (1) encontram-se aqueles que
ndo geram estruturas externas a partir do hospedeiro, ja o grupo (2) sdo aqueles capazes de
desenvolver estruturas externas, tais como nodulos de bactérias fixadoras de nitrogénio e
fungos micorrizicos (PAMPHILE et al., 2017).

Esses microrganismos possuem uma agao importante entre planta e microrganismo, de
modo a atuar na defesa da planta, ou seja, é uma interacdo mutualistica, onde o vegetal oferece
nutrientes e protecdo para o fungo. Em troca, o fungo ou bactéria proporciona compostos
quimicos, como enzimas, alcaloides e antibioticos fazendo com que a planta tenha maior
resisténcia em ambientes de estresse causado por fatores abidticos (pH, temperatura, estresse
hidrico) e fatores bioldgicos (inseto, herbivoros, micro-organismos) (TORRES et al., 2018).

Diante dessa interacdo os endodfitos sdo capazes de produzir substancias de interesse
biotecnoldgico, possivelmente devido a interagcbes metabdlicas com seu hospedeiro (KUSARI;
PANDEY; SPITELLER, 2013). Nos ultimos anos, estudos demonstraram que os fungos

endofiticos séo capazes de produzir um grande nimero de importantes metabdlitos secundarios
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bioativos, conhecidos apenas em plantas, um exemplo é a producdo do Taxol um farmaco
importante utilizado no tratamento de cancer, produzido pelo fungo endofitico Taxomyces
andreanae, isolado da planta Taxus brevifolia, que também produz esta substancia (CHAPLA
etal., 2012).

Na agricultura podem ser utilizados como promotores de crescimento de plantas ou
agentes de controle bioldgico de patogenos, por meio da producéo de diferentes substancias de
interesse econdmico, tais como, enzimas, antibioticos, vitaminas, aminoécidos e esteroides.
Produzindo ainda, fito horménios, toxinas, antibioticos e outros farmacos, oferecendo maior
resisténcia as condicdes de estresse nas plantas. Diversos outros campos, como nho
processamento de alimentos, na fabricagdo de detergentes, de tecidos, de produtos
farmacéuticos, gerando assim produtos de interesse biotecnolégico (SANTOS; VARAVALLO,
2011)

Com isso tem-se despertado um grande interesse cientifico por produtos naturais
originados de fungos endofiticos pelo fato destes apresentarem nova fonte de biomoléculas
ativas de estrutura Unica e com grande atividade bioldgica, que tem despertado interesse na
indUstria farmacéutica, agricultura e na biotecnologia (LUNARDELLI et al., 2016).

Diante da necessidade de diminuir o uso de insumos agricolas (fungicidas e inseticidas),
estes que apresentam alta toxicidade ao homem durante a aplicacdo e gera residuos que
contaminam os alimentos e 0 meio ambiente, como solos e lencdis freaticos, faz se necessario
a busca cientifica por novas medidas de biocontrole (TALAPATRA et al., 2017).

Os fungos endofiticos quando utilizados no biocontrole, podem atuar como
microparasitas produzindo enzimas como as [-1,3 glucanases e quitinases que atuam na
degradacéo da parede celular do fungo parasita e assim, conseguem extrair os nutrientes do
hospedeiro (TORRES et al., 2018). Outro fator importante é a antibiose, na antibiose, 0s
enddfitos produzem compostos antifungicos associados ao metabolismo secundario que é capaz
de matar, ou inibir o crescimento e a reproducdo de microrganismos fitopatogénicos
(SARAIVA et al., 2014).

Contudo a utilizagdo de microrganismos endofiticos no controle biologico de patdgenos
tem demonstrado resultados promissores, gerando boas perspectivas futuras, principalmente

com o objetivo de dimuir o uso de produtos agroquimicos nas plantacdes.
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3.7 Fitoalexinas em defesa da planta

As fitoalexinas sdo metabdlitos secundarios, antimicrobianos, de baixo peso molecular,
produzidos pela planta em resposta a algum tipo de estresse fisico, quimico ou biolégico. Mais
de 300 tipos de fitoalexinas ja foram caracterizadas entre diferentes classes de compostos
quimicos, como cumarinas, diterpenos, flavondides, luteolinidina, apigenidina, o que €
considerado com uma grande diversidade (MAZARO et al., 2008).

A producéo de fitoalexinas € considerada um dos principais mecanismos de defesa das
plantas, estando diretamente associada a prevencdo da infec¢do causada por patdgenos.
Exemplo de fitoalexinas em algumas espécies: pisatina em ervilha, primeira fitoalexina
caracterizada quimicamente, gliceolina em soja, 3- deoxiantocianidina em sorgo, faseolina em
feijdo e gossipol em algoddo (MATIELLO et al., 2016). IniUmeras outras fitoalexinas foram
obtidas de plantas cultivadas como batata, tomate, alface, arroz, cevada, banana, entre outras
(BRAGA, 2007).

A determinacao desses metabolitos secundarios produzidos por essas plantas, bem como
a sua atividade elicitora ou antimicrobiana pode ser uma alternativa eficaz de controle de
doencas em cultivares como essas citadas acima.

O modo de acdo das fitoalexinas sobre fungos fitopatogénicos inclui granulacéo
citoplasmatica, desorganizacdo dos contetudos celulares, ruptura da membrana plasmatica e
inibicdo de enzimas fungicas, resultando na inibicdo da germinacdo e na elongacéo do tubo

germinativo e na reducdo ou inibicao do crescimento micelial (MAZARO et al., 2008).
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4. METODOLOGIA

4.1 Isolamento dos fungos endofiticos

A pesquisa foi desenvolvida no laboratorio de Fitopatologia do Campus de
Gurupi/Universidade Federal do Tocantins — TO. Os fungos endofiticos foram isolados da
sucupira branca (Pterodon emarginatus) localizada no campus da UFT.

As folhas e o caule de sucupira branca foram coletados aos arredores da Universidade
Federal do Tocantins, em periodo chuvoso. Suas superficies foram lavadas em agua corrente.
Ap06s, foram colocadas em imers@es sucessivas com alcool 70% (1 minuto), hipoclorito de sodio
2,5% (4 minutos), alcool 70% (30 segundos), seguidas de lavagem com agua destilada
autoclavada (6 minutos) e secadas em papel de filtro esterilizado (ARAUJO et al., 2002). Ap6s
a lavagem foram retirados 50 pL da agua destilada utilizada na assepsia do material vegetal, e
adicionado em uma placa de Petri, contendo 0 mesmo meio de cultura utilizado para o
isolamento dos microrganismos, com o intuito de verificar a eficiéncia do processo de assepsia.
As folhas desinfetadas foram cortadas em fragmentos de aproximadamente 5 x 5 mm.
Posteriormente, estes fragmentos foram inoculados em placas de Petri de 9 cm de didmetro
contendo o meio de cultura BDA
(Batata, dextrose e &gar). Ao meio de cultura foram acrescentados 50 pg/mL tetraciclina
(antibidtico). Para o isolamento das culturas puras foram feitos repiques sequenciais em placas

de Petri contendo 0 mesmo meio de cultura.

4.2 Extracdo do 6leo essencial de Sucupira Branca

O dleo essencial utilizado foi extraido da semente de sucupira branca localizada na regido
sul do municipio da cidade de Peixe-TO. Para a extracao do 6leo essencial foi empregado o método

de arraste a vapor, utilizando-se o aparelho de Clevenger modificado (Guimardes et al., 2008).

4.3 Isolamento dos fungos utilizados nos bioensaios

O fitopatdgeno Fusarium sp. foi isolado das folhas da bananeira maga (Musa sp.) com
sintomas da doenga mal-do-panamd, sendo preparadas conforme metodologia descrita por

Valadares et al., (2008). Partes da planta que apresentaram sintomas da doenca foram cortadas e
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lavadas em &gua corrente. Em seguida, foram desinfetadas superficialmente pela imersdo
consecutiva em etanol a 70 % por 30 segundos, solucdo de hipoclorito a 1 % por 40 segundos e
trés vezes em agua destilada autoclavada. Foram transferidas com auxilio de uma pinga esterilizada
para placas de Petri contendo 15 mL de meio de cultura BDA e 500 mg mL™* de Ampicilina.
Diariamente, as placas de Petri foram supervisionadas e as colonias fungicas, que ndo apresentaram

contaminantes, foram repicadas em novas placas com o mesmo meio de cultura.

4.4 Determinacao da frequéncia de colonizagao

A frequéncia de colonizagdo das folhas e do caule foi determinada pela formula: FI =
numero de fragmentos foliares com crescimento flngico + nimero total de fragmentos amostrados
x 100.

4.5 Determinacdo da atividade antibiotica (pareamento dos fungos)

A atividade antibiotica foi avaliada pela capacidade de inibi¢do do crescimento micelial
in vitro dos fungos endofiticos frente ao fitopatogénico Fusarium sp. Para tanto, utilizou-se
placas de Petri de 8 cm de diametro contendo aproximadamente 15 mL de meio de cultura BDA.
Foram colocados dois discos em lados opostos da placa de Petri, um contendo micélios do fungo
endofitico e o outro contendo micélios do fungo fitopatogénico. As placas foram incubadas em
BOD a 28 °C e em fotoperiodo de 12 horas.

4.6 Preparacao dos extratos dos fungos endofiticos

Os conidios ou micélios dos enddfitos foram inoculados em 200mL de meio pré-
fermentativo (JACKSON, et al., 1993). As culturas foram incubadas inicialmente por 48 horas,
sob agitacédo constante (120 rpm), a 30°C. Em seguida, as massas miceliais foram assepticamente
coletadas por filtragcdo a vacuo e reinoculadas em 400mL do meio fermentativo Czapek
(ALVIANO, et al., 1992). Apos 6 dias de incubacgéo sob agitagdo constante (120 rpm) a 30 °C, 0s
fluidos das culturas foram separados das massas miceliais por filtragdo a vacuo e o extrato obtido
da metodologia de (DHANKHAR, et al., 2012). O sobrenadante foi utilizado a fim de verificar a
bioatividade das substancias presentes. Para as extracdes, solventes organicos polares e apolares

foram empregados com o intuito de se obter o maior nimero de substancias ativas.
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4.7 Preparo das solugdes para as atividades bioldgicas

Para preparar as solucdes do extrato fungico foram utilizados pequenos frascos de vidro
esterilizados com tampa para receber as diferentes concentragdes. Uma solucdo estoque foi
preparada para a maior concentracdo. Na sequéncia, foi adicionado primeiramente o extrato e
ajustada a concentracio estoque de 1 mg mL™ para um volume de 10 mL; em seguida, foi
adicionado Tween 80 (0,05mL/100mL). O balédo foi agitado suavemente e depois foi inserida a
agua destilada esterilizada e apds agitacdo foi obtida uma mistura homogénea. Posteriormente,

foram realizadas as demais dilui¢cbes conforme (AGUIAR et al., 2014).

4.8 Testes de inibicdo da germinacéo de conidios e analises estatisticas

As mesmas concentracdes dos extratos de fungos endofiticos e do 6leo da sucupira branca
previamente preparadas juntamente com o controle positivo, foram testadas no por um periodo

de 62 horas para a inibicdo da germinacdo dos conidios do fungo fitopatogénico Fusarium sp.

4.9 Producéo de fitoalexinas em mesocotilos estiolados de sorgo

Sementes de sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) foram desinfetadas em hipoclorito de
sodio a 1% por 10 min, lavadas 3 vezes em agua destilada e esterilizada. Em seguida, 10 sementes
foram colocadas em papel de germinacdo e umedecidas com agua destilada esterilizada durante o
periodo de 10 dias de germinacdo. Assim preparados, os cartuchos com as sementes foram
incubados em camara Umida na auséncia de luz a 28 + 1°C por cinco dias. As plantulas formadas
foram expostas a luz por 4 horas para paralisar a elongacao dos mesocoétilos (YAMAOKA et al.,
1990). Desta maneira, foram obtidas plantulas com mesocotilos adequados para o bioensaio de
producdo de fitoalexinas.

Para o teste de avaliagdo do potencial provedor de fitoalexinas dos extratos dos fungos
endofiticos de sucupira branca, os mesocétilos foram pulverizados com 2 mL dos extratos (Pe5a
claro, Pe5a escuro, Pe2d, Pe7a e Pe6b) na concentragdo de 25.000 pg mL™L. Neste ensaio, foram
utilizados dois controles. Para o controle negativo foram utilizados 2 mL de agua destilada
esterilizada e para o controle positivo 2 mL de uma suspensdo de Biozyme. O mesmo foi feito
usando 0leo da sucupira branca, nas concentracdes de (50.000, 10.000, 5.000, 2.500 e 1.250 ug

mL1). Os mesocoétilos foram mantidos em cAmara Umida, a 25 + 1°C sob luz fluorescente por um
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periodo de 60 horas. Apos esse periodo 3 mesocotilos por repeticdo foram cortados e uma porgao
de trés cm pesada, cortada em pequenos segmentos e colocados em tubos de ensaios contendo 1,4
mL de metanol 80% acidificado (0,1% HCI; v/v) (STANGARLIN et al., 1999). Os segmentos
fragmentados dos mesocétilos foram mantidos a 4°C em metanol por 96 horas para extragdo dos
pigmentos (WULFF; PASCHOLATI, 1998). Os dados foram expressos em absorbancia a 480 nm
por grama de tecido fresco (Abs (480 nm).g.t.f2).

4.10 Producdo de fitoalexinas em cotilédones de soja

Apbs o plantio das sementes de soja, (Glycine max L.) em solo esterilizado utilizando
bandejas. Dez dias ap6s, com as plantulas apresentando média de 10 cm de altura, os cotilédones
foram destacados dos hipocoétilos das plantulas e feito assepsia. Assim preparados, cinco
cotilédones foram colocados em placa de Petri com papel de filtro umedecido com agua destilada
estéril. Sobre cada cotilédone foi aplicada uma aliquota de 100 puL dos extratos de fungos
endofiticos de sucupira branca sobre uma concentragdo de 25.000 pug mL™. Para os tratamentos
controle foram utilizados 100 uL de agua destilada estéril para o controle negativo ¢ 100 puL de
uma suspensdo de Biozyme para o controle positivo. As placas contendo os cotilédones foram
mantidas a 25 °C, e posteriormente os demais testes foram realizados conforme (AYERS et al.,
1976). Os dados foram expressos em absorbancia a 285 nm por grama de tecido fresco (Abs (285
nm).g.t.f1).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fungos endofiticos isolados foram nomeados com o simbolo PE, que sdo as iniciais
da planta utilizada, seguida de um namero, conforme a numeracgdo da placa de isolamento, e
acompanhada de uma letra em minuscula correspondendo a ordem com que o fungo foi isolado
da mesma placa. Conforme os resultados obtidos neste isolamento, foram contados 56 fungos.
Vinte e seis fungos endofiticos foram isolados das folhas de Sucupira branca de 10 placas

(Tabela 3) e trinta foram isolados do caule (Tabela 3).

Tabela 3 — Fungos endofiticos isolados das folhas de Sucupira branca

Folhas Caule
Placa Nomeacao do Fungos Placa Nomeacdo do Fungos
1 PEla PE1lb 11 PElla PE11lb PEllc PE11d PE11f PEllg
2 PE2a PE2b PE2c PE2d 12 PE12a PE12b
3 PE3a PE3b PE3c 13 PE13a PE13b PE13c
4 PE4a PE4b PE4c 14 PEl4a PE14b
5 PE5a PE5b PE5Sc 15 PE15a
6 PE6a PE6b 16 PEl6a PE16b PE16c
7 PE7a PE7b PE7c 17 PE17a PE17b PE17c
8 PE8a 18 PE18a PE18b
9 PE9a PE9b 19 PE19a PE19b PE19c
10 PE10a PE10b PE10c 20 PE20a PE20b PE20c PE20d PE20e

Fonte: Dados da pesquisa

Figura 4 - Fungo endofitico Pe7a (A), Fungo endofitico Pe5a (B), Fungo endofitico Pe6a (C)

Fonte: Dados da pesquisa
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Para o fitopatdgeno Fusarium sp., em todos os dias de incubagéo, o fungo cresceu com as
mesmas medidas, apresentando morfologia branca aveludada na parte superior e coloracao résea
na parte inferior. Apds o periodo de incubacédo foi realizado o repique, para a obtencdo de uma
colénia pura.

O dbleo da semente de Sucupira branca foi extraido com sucesso, apresentando um
rendimento alto de 0leo essencial, sendo posteriormente utilizado em testes de inibicao.

A determinacéo da frequéncia de colonizag&o dos fungos endofiticos das folhas e dos caules
da Sucupira foi significativa, obtendo 100% de crescimento fungico. Apos a colonizacao de toda
a superficie do meio, os fungos foram repicados a fim de obter uma cultura pura para posteriores
testes. Para a avaliagdo antagonista foram selecionados 15 fungos endofiticos. A avaliacéo
antagonista foi pontuada numa escala de 1 - 5. Onde a classe 1, o endofitico sobrepés 100% o
patogeno cobrindo toda a superficie do meio. Na classe 2, o endofitico sobrepds pelo menos 67%
da superficie do meio, classe 3, ambos colonizaram 50% da superficie do meio. Na classe 4, o
patdgeno colonizou 67% da superficie do meio e aparentemente resistiu a invasao do endofito, e
na classe 5, o patdgeno sobrep6s 100% o endofitico ocupando toda a superficie do meio.

Tabela 4 -Avaliacdo do antagonismo in vitro para determinacdo da atividade antibidtica

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 Classe 5

Pe5a Cor Clara, | Pe2a, Pe2d, Pe9b, Pe8a, Pe3b, Pel0c, Pe4b,
Peba Cor Escura Pe7a, Pe6a, Pe6b, Pe20a Pe3a, Pe5b -
Pel6a

Fonte: Dados da pesquisa

Figura 5 - Antagonismo in vitro do endofitico Pe6a (A) e Pe6b (B) sobre o

fitopatdégeno Fusarium sp.

Fonte: Dados da pesquisa
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Apos o teste de antagonismo, 9 fungos endofiticos apresentaram resultados satisfatorios,
sendo 5 (Peba claro, Peba escuro, Pe2d, Pe7a é Pe6b) selecionados e usados para a obtencdo dos
extratos endofiticos. Com o objetivo de avaliar o efeito dos extratos dos fungos endofiticos sobre
a inibicdo/crescimento micelial de Fusarium sp. os extratos foram preparados com uma Unica
concentracio de 25.000 pg mL, ndo houve diluicdo dos mesmos.

Para o 6leo da sucupira branca foi preparada uma concentracio estoque de 50.000 pg mL*
e desta fez-se quatro diluicdes (10.000, 5.000, 2.500 e 1.250 pug mL™), sendo usadas com a mesma
finalidade do extrato fangico.

Segundo Hoffann e seus colaboradores (2015) foram testados 15 isolados do antagonista
Trichoderma sp. em confronto direto com o patégeno Fusarium sp., onde todos os isolados
apresentaram antagonismo in vitro contra o patégeno.

A figura 5 a seguir apresenta os testes de inibicdo da germinacéo e conidios utilizando

0 6leo da sucupira branca e os extratos dos fungos endofiticos associados a esta planta.
Figura 6-Testes de inibicdo da germinacdo e conidios do Fusarium sp. usando (A) éleo
essencial da sucupira branca
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100 (g 0. y=-0,0513x2 +1,2403x +87,325

iy, Ri=
a |'e R 0,9637

Porcentagem (%)
N
o

0 10 20 30 40 50 60
Concentracdes (mg L)

Fonte: Dados da pesquisa

Para os ensaios realizados com 6leo da sucupira branca (Figura 6A), observou-se uma
% alta de inibicdo para todas as concentracgdes testadas (50.000, 10.000, 5.000, 2.500 e 1.250
ug mL1), onde o valor maximo de inibicao foi de 80 % dos esporos do fungo Fusarium sp.
Apresentando 20% de germinacao dos conidios.
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Comparando os resultados com o trabalho de Pereira (2013), onde foi avaliado o efeito
de diferentes concentraces do 6leo essencial de Cymbopogon citratus sobre o crescimento
micelial de Colletotrichum musae e C. gloeosporioides, o 6leo essencial reduziu linearmente o
crescimento micelial de ambos os patdgenos, obtendo assim inibicdo completa dos micélios.

Essa inibicdo linear estd diretamente relacionada com os diferentes compostos
majoritarios presentes no 6leo da sucupira, que influéncia diretamente na inibicdo. Atuando na
desorganizacdo celular da membrana citoplasméatica do fungo, impedindo assim o seu
crescimento.

A figura 7 a seguir apresenta a producéo de fitoalexinas no sorgo utilizando o 6leo da

sucupira branca e os extratos dos fungos endofiticos associados a esta planta.

Figura 7- Producéo de fitoalexinas 3-deoxiantocianidinas em mesocotilos de sorgo usando (A)
6leo essencial da sucupira branca e (B) extratos de fungos endofiticos associados de sucupira

branca.
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Fonte: Dados da pesquisa

Para os ensaios feitos com 6leo da sucupira branca na inducdo de fitoalexina 3-
deoxiantocianidina em mesocotilos de sorgo (Figura 7 A), observou-se producdo em todas as
concentragdes testadas (50.000, 10.000, 5.000, 2.500 e 1.250 ug mL™). Contudo, ndo houve
valor maximo obtido para as concentracdes de 6leo, cujo resultado maior foi para o controle
positivo Biozyme®. Dessa forma, o ativador Biozyme® gerou melhores resultados para a
inducdo da fitoalexina 3-deoxiantocianidina.

Bonaldo et al., (2007) testou 6leo essencial de E. citriodora nas concentracdes (102, 10%,
105, 10® e 10°19). E observou que, nessas concentraces ndo ocorreu efeitos indutores na sintese

de fitoalexinas em sorgo. Hipoteticamente, na tentativa de conduzir o efeito fitotoxico do 6leo
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essencial sobre os mesocétilos de sorgo, tenha ocorrido a reducdo da atividade elicitora. Dessa
forma, o autor afirma que, trabalhos futuros devem ser realizados avaliando-se novas dilui¢des
e/ou metodologias para evitar o efeito fitotdxico do dleo essencial sobre estes tecidos.

A reducdo da atividade elicitora nos mesocotilos de sorgo, pode ser justificada pelo alto
teor de fitotoxicidade do 6leo. Logo é imprescindivel a realizacdo de estudos quimico que
identifiguem os compostos presentes em cada 6leo e a forma que cada um deles atuam nos
tratamentos testados, ou seja, um estudo preventivo.

Para os ensaios usando os extratos dos fungos endofiticos da Sucupira branca na indugéo
da fitoalexina 3-deoxiantocianidina em mesocotilos de sorgo (Figura 6 B), observou-se
producdo em todos os extratos testados (Pe6b, Pe7a Pe2d, Pe5a clara, Pe5a escura). O valor
méaximo obtido foi no extrato Pe2d, cujo resultado foi maior que o controle positivo Biozyme®.

Na literatura Matiello et al., (2016) relata que em mesocotilos de sorgo, os extratos
brutos aquosos de Angelim e Cambard induziram a produgdo das fitoalexinas
3deoxiantocianidinas em baixas concentracdes (1 e 5%), ndo ha relatos usando o extrato da
sucupira branca. Para tanto, ndo foram encontrados resultados semelhantes em relacao ao teste

com 6leo da sucupira branca.

Figura 8- Producéo de gliceolina em cotilédones de soja (A) usando 6leo da sucupira branca

(B) usando extratos de fungos endofiticos associados de sucupira branca.
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Fonte: Dados da pesquisa
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Para os ensaios feitos com 06leo essencial da sucupira branca na inducdo de gliceolina em
cotilédones de soja, observou-se a maior producdo na concentragdo de 50.000 pg mL™. Sendo o
resultado maior que o controle positivo Biozyme®. N&o ha relatos na literatura sobre a utilizacéo
de 6leo essencial na inducéo de fitoalexinas na soja.

Entretanto, Bonaldo et al., (2007), utilizou extratos de folhas de E. citriodora e observou
que ndo ocorreu inducéo de gliceolina em cotilédones de soja.

Para os ensaios feitos com extratos endofiticos da sucupira branca na inducéo de gliceolina
em cotilédones de soja (Figura 8), observou-se producao na concentracéo testada (25.000 pug mL"
1. Apresentando, inducio em todos os extratos testados (Pe6b, Pe2d, Pe5a clara, Pe5a escura).
Desta forma, o valor maximo obtido foi no extrato Pe2d, cujo resultado foi maior que o controle
positivo Biozyme®.

Segundo Matiello et al., (2016), os resultados obtidos em seus testes, mostraram que 0S
extratos brutos aquosos do eucalipto (Corymbia citriodora) sdo eficientes na inducdo de
fitoalexinas do tipo gliceolina em cotilédones de soja. Assim a producdo de fitoalexinas, pode ser
uma alternativa viavel na inducdo de resisténcia e no controle de doencas em algumas plantas

cultivadas.
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6. CONCLUSAO

A sucupira branca (Pterodon emarginatus) apresenta uma fonte diversa de fungos
endofiticos em seus tecidos da folha e caule, é uma Otima planta para o isolamento destes
microrganismos com amplas variedades de espécies. A semente da sucupira branca (Pterodon
emarginatus) apresentou resultado significativo na producéo de dleo, o que despertou aprofundarse
em estudos e pesquisas voltadas a biotecnologia. Os endofiticos da sucupira branca apresentaram
resultados significativos quanto a sua atividade antagonista sobre o fitopatdgeno Fusarium sp.
Assim, os melhores endofiticos teve seu extrato selecionado para os testes de inducdo de
fitoalexinas. O Gleo essencial da sucupira apresentou resultado satisfatorio na inibicdo da
germinacdo dos conidios do patégeno Fusarium sp, Resultando em 80% de inibicdo. Para a
producdo de fitoalexinas no sorgo e na soja o extrato Pe2d, foi o que apresentou melhor resultado,
sendo maior que o controle positivo Biozyme®. Dessa forma o extrato Pe2d € indicado para

estudos mais aprofundados, identificando a espécie e seu metabolismo de acao.
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