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RESUMO

O mofo branco ¢ uma doenca cujo fitopatdogeno é o fungo Sclerotinia sclerotiorum, este ataca diversas culturas
importantes economicamente como o feijdo, algoddo e a soja, em seu desenvolvimento forma estruturas de
resisténcia chamadas de esclerédios que permanecem no solo com os residuos da cultura e ficam viaveis por até
onze anos. Esse estudo teve como objetivo investigar se os fungos endofiticos isolados de Zanthoxylum caribaeum
apresentam alguma agao fungicida e/ou fungiostatica sobre o patdgeno S. sclerotiorum. Foram isolados 35 espécies
fingicas, destes selecionados 8§ para os testes de antagonismo, o qual dois fungos isolados obtiveram um indice
de antagonismo superior ao fungicida comercial utilizado como controle positivo, que foi 47,2%, sendo que o
fungo 1 inibiu 92,9% e o fungo 7 inibiu 61,1% frente ao fitopatogeno S. sclerotiorum. Desta forma o presente
trabalho conclui que existem fungos endofiticos que se mostraram promissores no controle biolégico do mofo
branco nos testes in vitro.
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BIOLOGICAL CONTROL OF Sclerotinia sclerotiorum (WHITE MOF) BY
ENDOPHYTIC FUNGUS OF Zanthoxylum caribaeum

ABSTRACT

White mold is a disease whose phytopathogen is the fungus Sclerotinia sclerotiorum, it attacks several
economically important cultivations such as beans, cotton and soy, in its form of development forms resistance
structures called sclerotias that remain in the soil with the cultivation residues and are viable for up to eleven years.
This study aimed to investigate if the endophytic fungus isolated from Zanthoxylum caribaeum present any
fungicidal and / or fungiostatic action on the pathogen S. sclerotiorum. 35 fungal species were isolated, of these
selected 8 for antagonism tests, which two isolated fungi obtained an antagonism index higher than the commercial
fungicide used as a positive control, which was 47.2%, being that fungus 1 inhibited 92.9 % and the fungus 7
inhibited 61.1% compared to the phytopathogen S. sclerotiorum. this way, the present work concludes that there
are endophytic fungus that have shown promise in the biological control of white mold in vitro tests.
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INTRODUCAO

0 mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum), também denominado como podridao branca
ou podriddo-de-esclerotinia, possui essas nomenclaturas em fungdo dos sintomas externos
causados na planta: aparecimento de lesdes molhadas e de aspecto mole nos o6rgaos
contaminados ¢ micélios brancos de aparéncia cotonosa que envolvem porgdes dos tecidos
(LEITE, 2005). Segundo Bolton e outros (2006), esse fungo tem se destacado como uma das
mais graves doengas que afetam a soja.

O S. sclerotiorum pertence a familia Sclerotiniaceae, na ordem Helotiales e no filo
Ascomycota. O patdgeno conserva-se no solo por meio de esclerodios, que sdo estruturas de
resisténcia, podendo infectar plantas de importidncia econdmica como soja, feijdo, algodao e
girassol (Bolton et al., 2006). A germinagdo carpogénica de esclerédios ddo resultado a
apotécios, a maior fonte de indéculo do fungo em razdo de gerar uma grande quantidade de
ascosporos que quando ejetados, sdo facilmente conduzidos pelo vento e podem atacar plantas
contaminando os tecidos aéreos do vegetal em um raio de 50 a 100 m da fonte (STEADMAN,
1983).

Para que a germinagado carpogénica se realize, os esclerodios devem estar presentes em
luz suficiente e temperatura entre 10°C e 25°C, caso contrario s6 acontece a germinagao
miceliogénica, que penetra os tecidos de base da planta, essa germinacao tem potencial
epidémico muito mais reduzido (BOLAND e HALL, 1987; HUANG e KOZUB, 1991;
PHILLIPS, 1987). O desenvolvimento da doenga pode ser retardado ou bloqueado em tempo
seco, mas ¢ reiniciado quando as condicdes de alta umidade regressam (HARIKRISHNAN e
DEL RiO, 2006).

As plantas apresentam uma protecao natural contra os fitopatdgenos, que esta associada
ao seu metabolismo, o qual pode ser dividido em primdrio e secundario, sendo este ltimo
diferenciado basicamente por nao apresentar reagdes ¢ produtos comuns a maioria das plantas.
A respiracdo ¢, por exemplo, um elemento do metabolismo primario, comum e indispensavel a
todas as plantas, havendo também a clorofila, aminoacidos, proteinas, lipidios, nucleotideos
vitaminas carboidratos dentre outros. J4 os metabodlitos secunddrios apresentam algumas
caracteristicas especiais como o fato de ndo serem vitais para as plantas, serem compostos com
uma individualidade quimica que diferencia uma espécie de outra, qualitativa e
quantitativamente, podem estar relacionados com os processos de defesa e comunicacio das

plantas, além de serem produzidos em pequenas quantidades (MARTINS et al., 2000).



Embora varios metabolitos primérios também sejam de interesse farmacéutico,
alimentar, agronomica, dentre outros, o elevado numero e a grande variedade dos metabolitos
secundarios vegetais despertaram o interesse de pesquisadores de varios campos da ciéncia,
como moléculas promissoras uteis ao homem. Segundo Lorenzi e Matos (2002), a planta
medicinal, quando bem escolhida e utilizada corretamente, s6 difere do medicamento
industrializado, apenas por sua embalagem e adicionais como os aromatizantes, corantes e
conservantes que acompanham o principio ativo no medicamento.

Os metabolicos com atividade também podem ser produzidos pelos microrganismos que
habitam os tecidos internos das plantas durante parte de seu ciclo de vida, sem demonstrar
sintomas visiveis, sendo denominados endofiticos. Estes organismos fornecem a planta
hospedeira aumento de resisténcia a herbivoria, a patdgenos e a outros estresses abiodticos, e
ainda aprimoraram sua capacidade competitiva, em compensagao, os endofitos podem adquirir
protecdo e nutrientes do hospedeiro (PETRINI et al., 1992; SAIKKONEN et al., 1998;
STROBEL e DAISY, 2003; SELOSSE et al., 2004).

Os fungos endofiticos sdo pouco estudados, estima-se que exista 1,5 milhdes de
espécies, dos quais somente 5% estdo expostos na literatura (HAWKSWORTH, 1991). Os
endofitos de plantas medicinais t€ém uma alta capacidade para a obtengdo de produtos naturais
com atividade antibacteriana, antifingica, anticincer e imunossupressora, entre outras, sendo
assim, apresentam um grande potencial para pesquisa em medicina, agricultura e inddstria
(FERRARA, 2006).

Seu estudo ¢ imprescindivel para a producao agricola e redugao dos danos antrépicos
ao meio ambiente (VILA-AIUB et al., 2003) designacdo de deficiéncias nutricionais de plantas
(OTERO et al., 2002), e colaboragio como fonte de variedade para os outros fungos
(GAMBOA e BAYAN, 2001). Dessa maneira, analises com fungos endofiticos sdo de vasta
importancia cientifica, por sua aplicacdo em estudos seguintes € como investigagdes de
substancias precursoras de novos farmacos (BAYMAN et al., 1998).

Dentro desta perspectiva o objetivo dessa pesquisa ¢ isolar e avaliar o potencial
antifingico dos fungos endofiticos presentes nas folhas da planta Zanthoxylum caribaeum

frente ao fitopatogeno S. sclerotiorum (mofo branco).



ENCAMINHAMENTO METODOLOGICO

Foram coletadas folhas de Z. caribaeum no Parque Ecoldgico Municipal Paulo Gorski,
localizado na avenida Rocha Pombo, no Municipio de Cascavel, oeste do Parana. O parque se
encontra nas coordenadas 24°57°51,61°’S e 53°26°14,80°°O, com uma altitude de 703 metros
(HIJMANS et al., 2005). A coleta foi realizada nas primeiras horas da manha e selecionou-se
as folhas que se apresentavam mais sadias € com o minimo de marcagdes possiveis.

Uma exsicata da planta foi incorporada no Herbario da Universidade Estadual do Oeste
do Parand (UNOP) para identificacdo botanica e registro do voucher no ano de 2015, e por
similaridade botanica a mesma foi armazenada pelo nimero UNOP 1849 e identificada como
Z. caribaeum.

Primeiramente, as folhas foram lavadas com dgua corrente e sabao liquido, a fim de
retirar 0 maximo de impurezas, em seguida foram levadas a camera de fluxo para serem
submersas em solugdes apropriadas, onde se inicia o processo de desinfestacdo superficial do
material pelo método de Pereira e outros (1993) e Araujo (2001), com modificagdes.
Primeiramente, as folhas foram imersas em alcool a 70 % por 1 minuto, em seguida em
hipoclorito de so6dio a 2,5% por 3 a 4 minutos.

Ap6s o hipoclorito de sddio, as amostras sdo submersas novamente na solugdo de alcool
70 % por 1 minuto e consequentemente enxaguadas por 3 vezes em agua destilada estéril por 4
minutos cada uma, sendo a ultima plaqueada uma aliquota de 100 uL para o controle da
desinfestagcao usada no isolamento.

Para cada folha foram retirados 5 pequenos fragmentos com 0,5 cm de tamanho, onde
essas foram isoladas em placa de Petri contendo meios de cultura Agar Batata Dextrose (BDA)
¢ Agar Sabouraud juntamente com o antibidtico oxitetraciclina a 2,5 pg/mL para a eliminagdo
de bactérias e isolar somente fungos.

Os fungos que obtiveram crescimento foram isolados e armazenados. A montagem do
experimento foi realizada no laboratdrio de Microbiologia do Bloco 1 do Centro Universitario
Assis Gurgacz nos meses de fevereiro a julho de 2018.

Durante o periodo de fevereiro a margo de 2020, os fungos endofiticos e o fitopatdogeno
S. sclerotiorum receberam ativagdo com o crescimento em placa contendo o meio agar batata
dextrose (BDA) por sete dias a temperatura de 28°C em estufa bacteriologica.

Para o teste de antagonismo in vitro foi utilizado a metodologia descrita por Campanile
e colaboradores (2007), pela técnica de cultura pareada em placas com modificagdes. O

experimento foi padronizado quanto tamanho do micélio do endofitico e do fitopatdgeno de



cinco milimetros de didmetro para a montagem das placas de antagonismo sendo que a distancia
entre os isolados foi mantida em quatro centimetros.

O controle do fitopatégeno foi montado em meio BDA com 1 disco de micélio do
isolado e em triplicata. O controle do fitopatdgeno com o fungicida comercial (Benlate
50mg.mL") foi realizado com um disco de micélio do isolado e um disco com o fungicida, em
triplicata. A avaliacdo do antagonismo entre endofitico e o fitopatdogeno foi avaliada com um
disco de micélio de cada isolado e realizado em quintuplicata.

Todas as placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 28°C por 7 dias para
posterior analise. A andlise das interagdes endofito-fitopatdgeno foi baseada na escala de
Badalyan e outros (2002) citada na Tabela 1.

Para as medi¢des de inibic¢ao foi utilizado o programa ImageJ® (2018) e o calculo do
Indice de Antagonismo (IMT) foi realizado de acordo com a férmula: AI = (RM-rm)/RMx100,
onde: RM = média dos raios nas outras trés dire¢cdes e rm = raio da colonia em direcdo ao

antagonismo.

Tabela 1 — Descri¢ao dos tipos de interagdes da avaliagdo do antagonismo entre fitopatdégeno e
endofitico.

Tipo Descrigao do tipo de interagdo
A Bloqueio de crescimento com contato micelial.
B Bloqueio a distancia.
C Crescimento do endofitico sobre o fitopatogeno, dividido em:

Ca; Crescimento parcial do endofitico sobre o fitopatdogeno depois de bloqueio inicial com
contato micelial.

Ca, Crescimento completo do endofitico sobre o fitopatdégeno depois de bloqueio inicial com
contato micelial.

Cb; Crescimento parcial do endofitico sobre o fitopatégeno depois de bloqueio inicial a
distancia.

Cb, Crescimento completo do endofitico sobre o fitopatdgeno depois de bloqueio inicial a
distancia.

D Crescimento do fitopatdgeno sobre o endofitico.
Autor: Badalyan e colaboradores (2002).

Os dados foram expressos com o IMT realizados a partir da média, o teste estatistico
realizado foi ANOVA one-way com nivel de significancia adotado de p< 0,05 e os valores
comparados com o controle pelo teste de multipla comparagdo de Dunnett’s, a 5% de
significancia, utilizando o programa GraphPad Prism, versdo 4.0 para Windows (GraphPad

Software, San Diego, USA)



RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isolados e purificados 35 fungos endofiticos, do qual selecionou-se oito isolados
com base na visualizagdo das diferengas de cor das hifas vegetativas e esporulacao das hifas
reprodutivas, para os testes de antagonismo em placa com o fitopatdgeno S. sclerotiorum.

Os oito isolados, ao serem avaliados de acordo com a escala de Badalyan e
colaboradores (2002), verificou-se a presenga de trés tipos de interagdes entre o fitopatdgeno e
os fungos endofiticos, essas sao: A: Bloqueio de crescimento com contato micelial, B: Bloqueio
a distancia e Cay: Crescimento completo do endofitico sobre o fitopatogeno depois de bloqueio

inicial com contato micelial (Tabela 2).

Tabela 2 —Tipos de interagdo encontradas no teste de antagonismo em placa entre o patdgeno
Sclerotinia sclerotiorum e os fungos endofiticos isolados de Zanthoxylum caribaeum.

FUNGOS METODOLOGIA TIPO DE INTERACAO
1 FITOPATOGENO +F.1 A
3 FITOPATOGENO + F.3 A
4 FITOPATOGENO + F.4 A
5 FITOPATOGENO +F.5 B
7 FITOPATOGENO +F.7 Ca,
8 FITOPATOGENO +F.8 A
9 FITOPATOGENO + F.9 B
10 FITOPATOGENO + F.10 A

Legenda: F.: fungo, A: Bloqueio de crescimento com contato micelial. B: Bloqueio a distancia. Cax:
Crescimento completo do endofitico sobre o fitopatdogeno depois de bloqueio inicial com contato micelial.

Ao avaliar o IMT, verificou-se que o fungicida comercial utilizado como controle
positivo frente ao fitopatogeno S. sclerotiorum foi de 47,2%, e valores superiores, para 0 mesmo
indice, foram encontrados nos fungos endofiticos 1 e 7, sendo 92,9% e 61,1% respectivamente

(Tabela 3).



Os valores do IMT mensurados do antagonismo entre o fitopatégeno e os fungos
endofiticos apresentaram diferenca significativa (p<0,01) para os fungos 1, 3,4, 5,7,8¢9. O
fungo 10 ndo apresentou diferenca significativa em relagdo ao controle positivo realizado com

o fungicida (Figura 1).

Tabela 3 — Valores das areas de crescimento e indice de antagonismo encontradas nos testes
realizadas em placa entre o patdgeno Sclerotinia sclerotiorum e os fungos endofiticos isolados
de Zanthoxylum caribaeum.

AREAS (mm2)

FUNGOS METODOLOGIA 1 2 3 4 5 MEDIA ILA.%
FITOP. FITOP. sozinho  52.315 59.416 59.315 57.015
FITOP. +
FITOP. fungicida 30.996 25.070 34.291 30.119 472
1 FITOP. + F.1 6.163 4.986 1.258 4.800 3.085 4.058 92,9%
3 FITOP.+F.3 39.346 X 39.010 39.204 X 39.187 31,3*
4 FITOP. + F.4 49.235 48.149 X 45920  47.939 47.811 16,1%*
5 FITOP. +E.5 49.651 50.902 51.401 48.354 X 50.077 12,2%
7 FITOP. + F.7 X 23.182 24.967 20985  19.670 22.201 61,1%*
8 FITOP. +F.8 X 51.715 50.603 51.105  49.721 50.786 10,9%
9 FITOP. + F.9 56.518 58.414 56.621 51.886 X 55.860 2,0%
10 FITOP.+F.10  35.552 34.860 X X 32.260 34.224 40,0

Legenda: FITOP.: Fitopatogeno, F.: fungo, I.A.: indice de antagonismo, 1 a 5: repeti¢des em placa de Petri, *: médias que
apresentam diferenca significativa baseada no controle positivo com p<0,05 nos testes de ANOVA one-way e pos teste de
Dunnett’s.

Figueiredo (2005) utilizou espécies do género Trichoderma e uma espécie de
Ulocladium atrum, para o controle bioldgico de S. sclerotiorum do feijoeiro. Relatou-se que
trés isolados testados revelaram agdo satisfatoria sobre o S. sclerotiorum, pois esses cresceram
e cobriram completamente a colonia de S. sclerotiorum e a superficie do meio, o que coincide
com os resultados visuais encontrados pelo fungo endofitico 7 desse presente trabalho, aonde o
mesmo apresentou crescimento completo do endofitico sobre o fitopatdogeno depois de bloqueio
inicial com contato micelial (Figura 1-E).

Dentro do mesmo contexto Lopes e colaboradores (2017) realizaram um experimento
in vitro entre fungos endofiticos obtidos do capim citronela contra os fitopatégenos Fusarium
oxysporum, Curvalaria lunata e Bipolaris oryzar verificando que por compostos volateis, esses
isolados atravessaram a divisoria da placa de Petri e colonizaram o micélio do patégeno
Curvalaria lunata, e o caracterizou por presentar uma agao parasitaria sobre o patogeno. Assim,
verifica-se que os resultados encontrados pelos autores também corroboram com os dados do
fungo 7 isolados de Z. caribaeum, pois este apresentou interagdo do tipo Caz também
ultrapassando a divisoria da placa, inferindo que este isolado pode ser promissor se apresentar

também agdo parasitaria sobre o patdégeno.



Figura 1: A: Fitopatogeno e fungo endofitico 1, interagdo do tipo A. B: Fitopatogeno e fungo endofitico 3,
interagdo do tipo A. C: Fitopatogeno e fungo endofitico 4, interacdo do tipo A. D: Fitopatégeno e fungo endofitico
5, interagdo do tipo B. E: Fitopatégeno e fungo endofitico 7, interacdo do tipo Ca,. F: Fitopatogeno e fungo
endofitico 8, interacdo do tipo A. G: Fitopatégeno e fungo endofitico 9, interacdo do tipo B. H: Fitopatogeno e
fungo endofitico 10, interagdo do tipo A.

Almeida e outros (2011) isolaram fungos endofiticos provenientes de folhas de girassol
(Helianthus annuus L.) e colocaram em antagonismo ao fitopatdégeno S. sclerotiorum pela
mesma metodologia do presente trabalho, onde um endofitico demonstrou um indice de
antagonismo de 36,86% e outro de 22,43%. Esses resultados indicaram, segundo o autor, que
fungos endofiticos isolados de folhas de Helianthus annuus L. se apresentaram com potencial
no controle do mesmo fitopatégeno do presente trabalho.

Observa-se que o trabalho supracitado corrobora com os dados encontrados nesta
pesquisa o qual os fungos endofiticos isolados de Z. caribaeum, obtiveram indice de
antagonismo superior que os fungos endofiticos de Helianthus annuus, sendo eles: fungo 1 com
92,9% e fungo 7 com 61,1% (Tabela 3), inferindo elevado potencial sobre o patdgeno nos testes
in vitro.

Ferreira e colaboradores (2018) utilizaram endofitos do género Diaporthe sp. isolados
de Pachystachys lutea e testaram o antagonismo ao S. sclerotiorum pela mesma metodologia
da presente pesquisa. Nesse estudo os autores observaram que 87,5% dos fungos endofiticos
inibiram o crescimento do fitopatdgeno mediante o bloqueio micelial com contato e, 12,5%
bloquearam a distancia. Trés fungos endofiticos apresentaram o IMT significativo e superior
aos valores do controle (50,2%), sendo eles 59,1 %, 59,5 % e 56,5%. Com isso, verifica-se que
no presente estudo foi encontrado para o mesmo controle positivo um IMT de 47,2%, e os

fungos endofiticos 1 e 7 além de também apresentaram o IMT superior ao controle (92,9% e



61,7% respectivamente), ambos apresentam valores também significativos (Figura 2) e
superiores ao encontrado Ferreira e seus colaboradores.

Os fungos filamentosos endofiticos sdo capazes de sintetizar uma ampla gama de
metabolitos quimicamente diferentes, contudo, embora estes microrganismos sejam fontes
promissoras de bioativos, a pesquisa em condi¢des de laboratdrio pode ser dificultada, uma vez
que alguns genes fingicos permanecem silenciosos e ndo sdao expressos in vitro (MARMANN

etal 2014).
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Figura 2- Indice de antagonismo encontradas nos testes realizadas em placa entre o patdgeno Sclerotinia
sclerotiorum e os fungos endofiticos isolados de Z. caribaeum. FITOP. + fung - Fitopatogeno + fungicida; FITOP.
+ F.3 - Fitopatogeno + fungo 3; FITOP. + F.4 - Fitopatdgeno + fungo 4; FITOP. + F.5 - Fitopatdégeno + fungo 5;
FITOP. + F.7 - Fitopatdégeno + fungo 7; FITOP. + F.8 - Fitopatégeno + fungo 8; FITOP. + F.9 - Fitopatogeno +
fungo 9; FITOP. + F.10 - Fitopatogeno + fungo 10; *- valores superiores e com diferenca significativa em relacdo ao
FITOP. + fung. ANOVA one —way com p<0,05.

Mesmo assim, estudos recentes in vitro revelaram que uma ampla variedade de
fitofarmacos importantes ¢ oriunda da interagao entre plantas e microrganismos, e assim sendo,
os endofitos vegetais (principalmente os fungos) representam fontes promissoras de novos
compostos bioativos (HARDOIM et al 2015; NICOLETTI e FIORENTINO, 2015).

Os endofitos sdo imensamente Uteis na agricultura e na industria farmacéutica onde
podem ser empregados como transmissores para introducdo de genes de interesse nas plantas
(FAHEY, 1988; MURRAY et al., 1992), como agentes inibitérios de patogenos e pragas
(VOLKSCH et al., 1992) como matrizes de metabolitos primarios (STAMFORD et al., 1998)
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e secundarios como o taxol, poderoso anticancerigeno produzido por um fungo endofitico
(WANG et al., 2000).

Dentre eles podemos citar Bing e Lewis (1993) verificaram que Rhabdocline parkery,
um fungo endofitico isolado de pinheiros, ocasiona mortalidade das larvas do inseto-praga que
habitam o interior das galhas, o Beauveria bassiana, um end6fito do milho, que o protege contra
o ataque de insetos predadores. Ja o endofito Acremonium coenophialum, analisado por White
e Cole (1985), possui efeitos inibitdrios em relagdo a varios patogenos, Volksch e colaboradores
(1992), encontraram nos tomateiros o fungo endofitico Acremonium kilense o qual apresentam

protecdo contra patdgenos, como Fusarium oxysporum e Clavibacter michiganense.

CONCLUSAOQ/CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se com os resultados obtidos nesse trabalho que os isolados endofiticos da Z.
caribaeum, apresentam um potencial promissor para o controle do fitopatdégeno S. sclerotiroum,
sendo necessarios mais estudos com esses fungos para obtencdo da classificacao e screening

dos compostos produzidos.
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