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RESUMO

O fungo basidiomiceto Moniliophthora perniciosa é o agente causador da doenca
Vassoura-de-Bruxa em culturas de cupuacu e cacau. A doenca Vassoura-de-Bruxa causa
inimeros prejuizos financeiros aos agricultores que precisam realizar a poda fitossanitaria
e utilizar pesticidas quimicos. Uma alternativa ao uso de pesticidas quimicos é a utilizacdo
de microrganismos como inimigos naturais para o combate de um agente indesejado. O
objetivo deste trabalho foi identificar estudos realizados na Amazonia utilizando
microrganismos como fonte de controle a fitopatégenos, identificar isolados coletados no
Parque Estadual Chandless e realizar experimento em casa de vegetacao utilizando trés
fungos endofiticos para promocao de crescimento e controle de M. perniciosa em mudas
de cupuacuzeiro. Para a reunido de estudos realizados na Amazo6nia foram realizadas
buscas em banco de pesquisas, os resultados foram planilhados e discorridos. Para
identificar os isolados do P. E. Chandless foram realizadas identificacGes macroscopicas,
microscopicas e moleculares. No experimento em casa de vegetacdo, as mudas foram
inoculadas com o patogeno e os trés fungos endofiticos onde permaneceram em estufa
por trés meses. Na revisdo identificamos que 0s microrganismos mais utilizados na
Amazénia para controle bioldgico pertencem aos géneros Trichoderma sp. e Bacillus sp.
Os isolados analisados provavelmente pertencem a M. perniciosa coletados do
hospedeiro H. acutifolia. Os resultados em casa de vegetacdo foram satisfatorios em
relacdo a promogdo de crescimento e controle da doenca principalmente para os fungos
T. tawa e Cunninghamella blakesleeana. Neste estudo relatamos o primeiro estudo e
resultados promissores de C. blakesleeana para a promocdo de crescimento e controle da

vassoura-de-bruxa em cupuacuzeiro.

Palavras-chave: Controle Bioldgico; VVassoura-de Bruxa; Trichoderma sp.



ABSTRACT

The basidiomycete fungus Moniliophthora perniciosa is the causative agent of witches'
broom disease in cupuagu and cocoa crops. The witches' broom disease causes financial
losses to farmers who need to carry out phytosanitary pruning and use chemical
pesticides. An alternative to the use of chemical pesticides is the use of microorganisms
as natural enemies to combat a pathogenic agent. The objective of this work was to
identify studies carried out in the Amazon using microorganisms as a control source of
phytopathogens, to identify isolates collected in Chandless State Park and to carry out an
experiment in a greenhouse using three endophytic fungi to promote growth and control
M. perniciosa in seedlings of cupuacuzeiro. For the collection of studies carried out in the
Amazon, searches were carried out in research databases, the results were controlled and
disseminated. To identify P. E. Chandless isolates, macroscopic, microscopic and
molecular identifications were performed. In the greenhouse experiment, the seedlings
were inoculated with the pathogen and the three endophytic fungi where they remained
in a greenhouse for three months. In the review, we identified that the microorganisms
most used in the Amazon to control inheritance to the genera Trichoderma sp. and
Bacillus sp. The analyzed isolates probably belong to M. perniciosa collected from the
host H. acutifolia. The results in the greenhouse were strong in relation to growth
promotion and disease control mainly for T. tawa and Cunninghamella blakesleeana
fungi. In this study we report the first study and promising results of C. blakesleeana for
the growth promotion and control of witches' broom in cupuaguzeiro.

Keywords: Biological Control; Witch's Broom; Trichoderma sp.
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INTRODUCAO GERAL

Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum.é uma arvore frutifera
originéria da floresta amazonica, pertencente a familia Malvaceae (KUHN et al. 2010; da
SILVA et al. 2017). O valor comercial do cupuacu vem da polpa que é utilizada
principalmente pela indUstria alimenticia para fazer sucos, doces e sorvetes (COSTA et
al. 2003; DE OLIVEIRA e GENOVESE 2013; PUGLIESE et al. 2013).

Segundo o IBGE existem 80 mil pés de cupuaguzeiro no Acre, sendo que a capital
Rio Branco é a maior produtora. Em 2017 foram produzidas 402 toneladas equivalendo
a 285.018 milhdes de reais (IBGE, 2017).

O cultivo de cupuacu é afetado pela doenca vassoura-de-bruxa (ALVES;
RESENDE, 2008) causada por um fungo basidiomiceto hemibiotrofico Moniliophthora
perniciosa (AIME; PHILLIPS-MORA 2005). Meristemas localizados nos galhos ou
almofadas florais séo infectados pelo patégeno, que causa o inchago da haste conhecido
como vassouras. O patdgeno também ataca as células do cortex do fruto, inutilizando as
sementes. A vassoura-de-bruxa é um dos principais fatores limitantes para a producéo de
cupuacgu, assim como para a cacauicultura no Brasil (LOPES et al. 2011).

O fungo M. perniciosa também é encontrado em associagdo com outras especies
de plantas. Com base nisso, M. perniciosa € classificado em cinco bi6tipos de acordo com
a especificidade do hospedeiro: o bidtipo C infecta plantas da familia Malvaceae (por
exemplo, cupuaguzeiro), o bidtipo S infecta membros da familia Solanaceae (por
exemplo, plantas de tomate), e o bidtipo L é encontrado em associacdo com membros da
familia Bignoniaceae (por exemplo, lianas), o biétipo B infecta Bixa orellana, um
membro da familia Bixaceae (Bastos & Anderbrhan, 1986) e o bidtipo H representa M.
perniciosa que infecta membros da familia Malpighiaceae (RESENDE et al., 2000;
BASTOS; EVANS, 1985; GRIFFITH; HEDGER, 1994; HEDGER, 1987).

O uso de fungicidas para o controle de doencas ocasionadas por patdégenos na
agricultura é uma prética fundamental para garantir a seguranca alimentar mundial.
Entretanto, essa medida de controle gera impactos negativos ao meio ambiente, a satde
humana e animal. Além do mais, a contaminagdo excessiva do solo pelos defensivos
agricolas gera o desequilibrio da microbiota, fazendo com que microrganismos
fitopatogénicos desenvolvam mecanismos de resisténcia a esses compostos
(BACMAGA; WYSZKOWSKA; KUCHARSKI, 2019; ROILIDES; IOSIFIDIS, 2019;
ZUBROD et al., 2019).
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Atualmente os métodos de controle da doenca se baseiam em manutencéo cultural,
Sistemas de Producdo Agroflorestal (SAFs), controle quimico, controle bioldgico,
melhoramento genético e manejo integrado (ARMENGOT et al. 2020; MEDEIROS et al.
2010; VASQUEZ et al. 2018; AHNERT et al. 2018; EVANS 2016).0 controle bioldgico
se integra ao campo e a pesquisa se tornando uma alternativa sustentavel e potencialmente
mais rentdvel ao produtor, quando comparado a utilizacdo dos agroquimicos, sanando 0s
problemas fitossanitarios das plantagcdes e oferecendo melhores condicBes de cultivo
(RASHAD; MOUSSA, 2020).

Dentre os agentes antagonistas, 0os microrganismos endofiticos representam fontes
importantes para investigagdes por atuarem na protecdo, promoc¢do de crescimento
vegetal, além de apresentarem modos de acdo contra os patdgenos como: parasitismo,
hiperparasitismo e micoparasitismo, competicdo, antibiose e inducdo de resisténcia contra
fitopatégenos (MACHADO et al., 2012; ISAIAS et al., 2014). Esses microrganismos
podem limitar a atividade do patdgeno ou induzir a resisténcia do hospedeiro (VIMALA,;
SURIACHANDRASELVAN, 2009; THAKUR; SOHAL, 2013).

Dado o exposto acima, o presente trabalho possui o objetivo de descrever
isolados de um bidtipo ainda ndo registrado para o Estado do Acre, bem como entender a
interacdo planta-endofitico-patbgeno em teste de antagonismo através das bases
moleculares utilizando a técnica de RNA-seq.
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2. OBJETIVOS

I. Objetivo geral

Identificar fungo com potencial antagonista e promotor de crescimento isolado do préprio

cupuacguzeiro.

Objetivos especificos

e Relatar a ocorréncia de um biotipo de M. perniciosa para o estado do Acre.

e Revisar 0os microrganismos, fungos e bactérias, com potencial biocontrolador ja
relatados na Amazonia.

e |dentificar fungo com potencial antagonista e promotor de crescimento isolado do
préprio cupuaguzeiro atraves dos parametros avaliativos como altura, nimero de
folhas, peso seco da biomassa da parte aérea e raiz e teores de clorofila e

carotenoides.
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REVISAO DA LITERATURA
1. Cupuacuzeiro (Theobroma grandiflorum) e suas principais doengas fungicas

Theobroma grandiflorum (Willd. Ex. Spreng.) Schum.] pertence a familia
Malvaceae e a subfamilia Sterculioideae e é conhecido como cupuacuzeiro (BYNG et al.
2016). E uma espécie arborea nativa da Amazonia, cujos frutos séo amplamente utilizados
na producdo de doces, sucos, sorvetes, geleias, entre outros produtos (OLIVEIRA,
GENOVESE, 2013) como cosméticos (DA SILVA MOTA et al. 2020). O cupuaguzeiro
é considerado uma das culturas mais rentaveis da regido Amazénica, coexistindo
favoravelmente com vérias culturas. A procura por cupuacu vem aumentando sua
importancia econdmica em dmbito nacional, e internacional no mercado de frutas exdticas
tropicais (SOUZA et al. 2002; DIAS et al. 2019).

A importancia do género Theobroma L., familia Malvaceae (ALVERSON et al.
1999), deve-se, principalmente, a relevancia econdémica do cacaueiro (T. cacao L.) e, em
menor monta, a emergente procura pelo cupuaguzeiro [Theobroma grandiflorum (Willd.
Ex Spreng.) Schum.], Unicas espécies do género cultivadas comercialmente (SILVA et
al. 2011). Por ser da mesma familia do cacaueiro (T. cacao L.), as sementes do cupuagu
possuem caracteristicas botanicas e propriedades quimicas parecidas com as do cacau
(SILVA; FARIAS, 2018). As sementes também podem ser processadas para fabricar um
produto semelhante ao chocolate chamado de “cupulate” (GENOVESE; LANNES,
2009).

O fruto do cupuacu tem 12 a 15 cm de comprimento, 10 a 12 cm de largura
pesando cerca de 1 kg e contém sementes organizadas em cinco fileiras verticais e
embebidas em polpa fibrosa branco-amarelada com sabor acidulado e cheiro agradavel
(TEIXEIRA et al. 2016; GONDIM et al. 2011) sendo muito apreciada como ingrediente
em bebidas a base de sumo de fruta (ALVES et al. 2007). A polpa é rica em compostos
volateis, sais minerais, calcio, fosforo, ferro e vitaminas A, B1, B2 e C, que aumentam a
eficiéncia fisica, aceleram a cicatrizacdo, combatem infeccGes e resfriados, aumentam a
eficiéncia do sistema imunoldgico e favorecem a elasticidade da pele prevenindo rugas
(SAMPAIO et al. 2021). Além disso, a polpa é composta por grande proporcao de amido,
polissacarideos de pectina e fibra alimentar que, segundo alguns trabalhos, tém
demonstrado reducéo dos niveis séricos de colesterol e triglicerideos em ratos e humanos
(FIETZ et al. 1999; MARTINS, 2008; PEREIRA; ABREU; RODRIGUES, 2018).
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A distribuicdo geografica do cupuaguzeiro originalmente se restringia as areas de
floresta nativa ao sul do Rio Amazonas, oeste do Rio Tapajos, incluindo o sul e sudeste
do Estado do Para, sendo este o maior produtor nacional, com mais de 14.000 tem
(HOMMA et al. 2011) até a regido “pré-amazonica” do Estado do Maranhao. Esta regido
foi considerada como o centro de origem da espécie (CUATRECASAS, 1964).

Atualmente, a producéo esta concentrada na maioria dos estados da regido Norte.
Amazonas, Para, Acre, Rondbnia e Roraima séo os maiores produtores da fruta no pais,
mas apresenta expansao em outras regides (BRASIL, 2007; DE SOUZA et al. 2020). Em
2019, a producédo de cupuagu foi a que mais cresceu em Ronddnia, pois 0 aumento da
safra foi de 200% (IBGE/ LSPA/GCEA, 2019).

De acordo com a SEDAP/PA (2020), em 2018 o cupuaguzeiro apresentou uma
area plantada ou destinada a colheita de 8.545 ha, obtendo nesse ano uma producéo de
27.510 toneladas de fruto. Entretanto, avaliando os anos anteriores, percebe-se pelos
dados da SEDAP/PA (2020) que o ano de 2012 foi o de maior area plantada ou destinada
a colheita (12.996 ha) e de maior producao de frutos (46.024 toneladas).

Diversas doencas ocasionadas por fungos fitopatogénicos podem se manifestar no

cupuaguzeiro (ALVES et al. 2013). A mancha de Phomopsis, causada pelo fungo
Phomopsis sp., provoca manchas circulares bem delimitadas nas folhas e na haste de
mudas e de plantas adultas, ocorrendo o encarquilhamento do tecido ao redor das leses
e posterior desprendimento do tecido no centro das mesmas, formando pequenas
perfuragdes no limbo foliar (BENCHIMOL, 2004).
O fungo Lasiodiplodia theobromae € considerado um patdgeno fraco por atacar somente
plantas debilitadas, a partir de ferimentos na casca. A morte progressiva nos ramos,
caracteriza-se pelo amarelecimento e secamento das folhas do ramo doente sem promover
0 superbrotamento, mas que, se 0 ramo seco ndo for removido e tratado, afetara o galho
e, posteriormente, toda a planta, levando-a a morte (LIMA; SOUZA 1998). A podridao
vermelha é causada pelo fungo Ganoderma philipii, que vive no solo e afeta o sistema
radicular. Os fungos apodrecedores de troncos em decomposicdo afetam as raizes do
cupuaguzeiro, causando prejuizos bem elevados, por ocorrer a morte da planta,
diminuindo a producéo na area (LIMA; SOUZA 1998).

Moniliophthora roreri é considerado o agente causal da moniliase e infecta
especificamente, frutos de T. grandiflorum e T. cacao em diferentes estadios fenoldgicos

de desenvolvimento. Até entdo, a Moniliase so tinha sido observada em cupuaguzeiro na
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Amazonia venezuelana, proximo a fronteira com o Brasil (PARRA et al. 2009).
Atualmente, ha relatos de infecgdo do cacaueiro para este fitopatdgeno pela primeira vez
em territorio brasileiro (BRASIL, 2021). Os sintomas da moniliase no fruto é semelhante
a VDB (vassoura-de-bruxa) até o ponto de formacdo do pseudoestroma branco,
conferindo uma aparéncia fosca nas lesdes da vagem em expansao, enquanto as lesdes
nas vagens infectadas por M. perniciosa sdo mais restritas e afundadas (EVANS, 2016b).

A vassoura-de-bruxa é uma enfermidade que causa 0s maiores prejuizos
econdmicos para a cultura de cupuagu. Sua ocorréncia € generalizada na Amazonia, local
de origem da planta. O fungo que causa a doenca é o Moniliophtora perniciosa, o qual é
disseminado pelos basididsporos, que sdo liberados a partir dos basidiomas produzidos
em vassouras e frutos secos. Essa doenca manifesta-se em mudas e plantas adultas atraves
de vassouras vegetativas formadas a partir da infeccdo da gema apical ou axilar, sendo
que os ramos se tornam hipertrofiados, com proliferacdo de brotacGes laterais
hipertrofiadas; posteriormente as vassouras morrem e secam. As flores e frutos infectados

secam e tém crescimento paralisado (SOUZA et al., 2014).

2. Vassoura-de-bruxa

A vassoura-de-bruxa foi descrita em 1785 pelo naturalista Alexandre Rodrigues
Ferreira durante uma expedi¢do na bacia amazbnica. A doenca estd presente nas
plantacdes de cacau dos paises da América, e reduz consideravelmente a producdo de
frutos e a qualidade das sementes se tornando um fator limitante para a producdo do
cacaueiro (EVANS, 1980) e do cupuaguzeiro (ALVES; RESENDE, 2008). Um exemplo
marcante da devastacdo causada pela vassoura-de-bruxa ocorreu no Brasil, que foi um
dos maiores exportadores de cacau no final da década de 1980 (CARVALHO et al. 2020).

A introducdo da doenca em sua principal area produtora (o estado da Bahia) em
1989 diminuiu a producdo em 70%, tornando o pais importador do liquido da améndoa
do cacau (MORETTI-ALMEIDA et al. 2019; TEIXEIRA et al. 2015). Quase trés déecadas
apos o surgimento da Vassoura-de-bruxa na Bahia, a producéo brasileira de cacau ainda
ndo se recuperou do impacto significativo e negativo da doenga, atingindo em 2013
apenas 65% do que era produzido em 1989 (TEIXEIRA et al. 2015).

A vassoura-de-bruxa é causada pelo fungo basidiomiceto Moniliophtora
perniciosa que foi originalmente descrito como Marasmius perniciosus (Stahel, 1915), e

posteriormente transferido para o género Crinipellis por Singer (1942), com base na
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morfologia basidiomatica. Recentemente, foi transferido para o género de hifomicetos
(supostamente assexuado) Moniliophthora (SEIFERT al. 2011), com base em evidéncias
moleculares e ndo morfoldgicas (AIME; PHILLIPS-MORA, 2005). Posteriormente, o
diagnostico genérico de Moniliophthora foi ampliado para incluir espécies formadoras de
basidiomas (EVANS et al. 2013).

Moniliophthora perniciosa dispde de um ciclo de vida hemibiotréfico onde inicia
seu crescimento nos tecidos vivos do cacau (estagio biotrdfico) antes de matar e se
alimentar dos tecidos mortos (estagio necrotrofico) (EVANS, 1980). Em comparagéo
com outros fungos hemibiotroficos, M. perniciosa apresenta um ciclo atipico. Outros
fungos apresentam um estagio biotréfico curto (que dura alguns dias) e assintomatico,
porém, M. perniciosa estabelece uma interacdo longa que dura de um a trés meses e é
responsavel pelas principais caracteristicas da doenca. Os sintomas incluem hiperplasia e
hipertrofia dos tecidos infectados, perca de dominancia apical e proliferacdo de ramos
axilares  (TEIXEIRA et al., 2015). Eventualmente, a vassoura verde torna-se necrotica
e morre, e apos periodos alternados de chuva e seca, as vassouras secas produzem os
basidiomas, completando o ciclo de vida do fungo (ALMEIDA et al., 1997) (Figural ).
Esses estagios da doenca descrita para cacau também sdo encontrados quando plantas de
cupuacu estdo infectadas por M. perniciosa (ALVES et al. 2009).

Atualmente os métodos de controle da doenca se baseiam em manutencdo cultural
(ARMENGOT et al. 2020; MEDEIROS et al. 2010; MORTIMER et al. 2018; NIETHER
et al. 2018; TIRADO-GALLEGO et al. 2016), Sistemas de Producdo Agroflorestal
(SAFs) (ARMENGOT et al. 2020; MORTIMER et al. 2018; NIETHER et al. 2018,
controle quimico (BARSOTTINI et al. 2019; MEDEIROS et al. 2010; MORETTI-
ALMEIDA et al. 2019; TIRADO- GALLEGO et al. 2016), controle bioldgicotemen
HOOPEN; KRAUSS 2016; MEDEIROS et al. 2010; VASQUEZ et al. 2018),
melhoramento genético (AHNERT et al. 2018; EVANS 2016) e manutencédo integrada
(ARMENGOT et al. 2020; EVANS 2016); ten HOOPEN; KRAUSS 2016; VASQUEZ
et al. 2018).

Apesar de apresentar um estilo de vida patogénico, M. perniciosa pertence a
familia Marasmiaceae, que € conhecida por suas espécies predominantemente
saprotroficas (Figura 2). Curiosamente, a espécie mais proxima de M. perniciosa
evolutivamente, M. roreri, também é um patdgeno do cacau que infecta exclusivamente

os frutos do hospedeiro. O género Moniliophthora também inclui um endéfito de grama
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que foi isolado no Novo Mexico, sugerindo que o estilo de vida patogénico deste grupo
pode ter evoluido de um ancestral biotréfico (AIME; PHILLIPS-MORA, 2005). Mais
recentemente, um saprotrofico da espécie Moniliophthora, denominada M. canescens, foi
isolada na Asia (KEREKES et al. 2009).

Basidioma (n + n) ,.l‘

/<= Basidium (2n) a)

" Basidiospores (n) b)

\

% \[‘f(

Biotrophic stage ()

-—

Clamp connection formation

Figural. Ciclo de vida da Moniliophthora perniciosa em Theobroma cacao. a) A infeccéo
comeca quando os basididsporos fungicos penetram na planta através dos tecidos meristematicos ativos
(EVANS,1978). b) No primeiro estagio da doenga, M. perniciosa se desenvolve como um micélio
monocariotico inchado que cresce exclusivamente no espago extracelular do tecido de planta viva. c) A
infeccdo dos brotos induz alteragBes morfologicas drasticas, resultando na estrutura caracteristic de
"vassoura “erde", embora a infeccdo possa também ocorrer em outros tecidos (frutas e flores). d) Apés um
a trés meses de infecgdo biotrofica, ocorre necrose do tecido vegetal, dando origem ao “ressecamento” da

estrutura da vassoura. O tecido necrdtico é colonizado intracelularmente por micélio dicaridtico fino, que é
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caracterizado pela presenca de conexdes de grampo — uma estrutura cruzada formada por células hifais que
garante a presenca de dois ndcleos em cada célula flingica. €) Apds alternar os periodos chuvoso e seco, 0s
basidiomas sdo formados a partir de hifas necrotroficas, completando o ciclo de vida do patdgeno.
lustracGes de Diana Carneiro (TEIXEIRA et al. 2015).

Além do cacau, M. perniciosa é encontrado em associagdo com outras especies de
plantas do género Theobroma e em plantas de familias ndo relacionadas, como
Solanaceae. Com base nisso, M. perniciosa é classificada em trés biotipos de acordo com
a especificidade do hospedeiro: o bidtipo C infecta plantas da familia Malvaceae (por
exemplo, cupuaguzeiro), o biotipo S infecta membros da familia Solanaceae (por
exemplo, plantas de tomate), e o bi6tipo L é encontrado em associacdo com membros da
familia Bignoniaceae (por exemplo, lianas), o bidtipo B infecta Bixa orellana, um
membro da familia Bixaceae (Bastos & Anderbrhan, 1986) e o bi6tipo H representa M.
perniciosa que infecta membros da familia Malpighiaceae (RESENDE et al., 2000;
BASTOS; EVANS, 1985; GRIFFITH; HEDGER, 1994; HEDGER, 1987)

oo, Lifestyle
Moniliophthora perniciosa
Moniliophthora roreri
Moniliophthora sp. | Endophyte |
Crinipellis zonata
Crinipellis sp.
Chaetocalathus cf. columellifer £
Chaetocalathus liliputianus u
Marasmius oreades 3
Marasmius sp. 2
r Marasmius rotula 2
Campanella sp.
I_— Gymnopus contrarius
| E W Anthracophyllum archeri
—" _ Rhodocollybia maculata
E Mycetinis alliaceus
Schizophyllum radiatum

Figura 2. Cladograma Moniliophthora perniciosa. O estilo de vida patogénico de M. perniciosa é uma
excecdo dentro da familia Marasmiaceae de basidiomicetos, que é composta principalmente de serapilheira
saprotréfica e fungos de decomposicdo de madeira. O género Moniliophthora inclui as espécies irmas
hemibiotréficas M. perniciosa e M. roreri, 0s dois principais patdgenos de Theobroma cacao e T.
grandiflorum. Notavelmente, também engloba um endéfito de grama ainda mal caracterizado, sugerindo
que o estilo de vida patogénico de M. perniciosa pode ter evoluido de um ancestral enddfito. A arvore foi
construida com base na inferéncia bayesiana usando regides dos genes 25S, 18S, ITS/5.8S e Rbpl (grande
fragmento da RNA polimerase I1). As sequéncias foram recuperadas de Aime & Phillips-Mora (2005) e
Matheny et al. (2006). Os nimeros préximos aos ramos representam as probabilidades posteriores
(TEIXEIRA et al. 2015).
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3. Endofiticos no controle biologico

Enddéfitos foram descritos pela primeira vez por Bary (1866) quem primeiro
delineou a diferenca entre eles e os patdgenos de plantas. Recentemente foram definidos
como sendo todo microrganismo capaz de colonizar internamente os tecidos da planta
hospedeira, sem causar danos aparentes ou estruturas externas visiveis (AZEVEDO;
ARAUJO, 2007; FERREIRA et al. 2018) ocupando espacos inter e intracelulares
(GARCIA, 2012; FELBER, 2016). Essa definicdo foi ampliada dividindo os endofitos
em dois tipos: tipo I, os que ndo produzem estruturas externas a planta; e tipo Il, os que
produzem estruturas externas a planta, como fungos micorrizicos e bactérias simbiontes
fixadoras de nitrogénio (AZEVEDO; ARAUJO, 2007).

Os beneficios que os endofitos conferem aos seus hospedeiros sdo diversos:
contribuem ou sdo responsaveis pela adaptacdo das plantas ao estresse bidtico e abidtico,
aumentando a resisténcia a seca e escassez de agua, bem como a tolerancia a alta
temperatura e alta salinidade (MARQUEZ et al. 2007; RODRIGUEZ et al. 2008),
produzem compostos antimicrobianos que protegem a planta contra o ataque de
fitopatdgenos (BUSBY et al. 2015; CHRISTIAN et al. 2019; COMPANT et al. 2005)
incluindo competicdo de nutrientes ou com a producdo de toxinas prejudiciais aos
patégenos (HAZARIKA et al. 2019), moldando perfis fitoquimicos (KUSARI et al. 2012;
PANACCIONE et al. 2014), e mediando a expressdo de caracteristicas funcionais da
planta (HARRISON; GRIFFIN, 2020). Em troca, as plantas fornecem estrutura espacial,
nutrientes e protecdo contra dessecacdo (ALY et al. 2011; HEYDARI; PESSARAKLI,
2010).

O controle bioldgico se tornou alvo do campo cientifico no século XIX com o
desenvolvimento da entomologia e o0 conhecimento sobre parasitas-predadores-
patdgenos, onde o primeiro experimento de sucesso do controle biologico foi na
Califérnia, em 1880, com o controle da cochonilha australiana (Icerva purchasi) pelo
predador Rodolia cardinalis em Citrus (PARRA et al. 2002; NARANJO; ELLSWOETH;
FRISVOLD, 2015).

Em 1919, o termo controle bioldgico foi evidenciado para designar a insercdo de
inimigos naturais para controle de insetos-pragas das plantagdes, posteriormente, o termo
foi ampliado para também contemplar outros grupos de organismos fitopatogénicos e
seus inimigos naturais, 0s antagonistas (SMITH, 1919; LARA 2013). Gutiérrez-Ramirez

et al. (2013) ressaltam o controle biol6gico como uma ferramenta de manejo integrado de
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pragas importante para a preservacdo ambiental e seguranca alimentar. O biocontrole
também pode ser entendido como a chave para diminuir os custos dos problemas
fitossanitarios da lavoura e paralelamente proteger os recursos naturais (NARANJO;
ELLSWOETH; FRISVOLD, 2015).

O controle bioldgico se integra ao campo e a pesquisa se tornando uma alternativa
sustentavel e potencialmente mais rentavel ao produtor, quando comparado a utilizagéo
dos agroquimicos, sanando os problemas fitossanitarios das plantacfes e oferecendo
melhores condi¢des de cultivo (RASHAD; MOUSSA, 2020). Nesse sistema, a doenca
nédo é o) a interacdo entre patogeno e hospedeiro,
mas o resultado da interacdo entre patdgeno, hospedeiro e uma série de
microrganismos ndo patogénicos que também repousam no sitio de infeccdo (SOLINO et
al. 2017; BETTIOL, 1991).

Geralmente, as plantas possuem uma microbiota endofitica que é importante para sua
salide e manutencéo, e que ainda ndo foram explorados (AZEVEDO; ARAUJO, 2007;
OLIVEIRA et al. 2019). Apesar da imensa quantidade de espécies de plantas superiores
existente, e o conhecimento de que cada planta individual, é hospedeira de um ou mais
enddfitos (ROSA et al. 2012) poucas espécies de plantas foram estudadas em relacédo
a sua biologia endofitica (VAZ et al. 2014). H& alguns trabalhos realizados com
endofitos baseados em estudos de diversidade, enquanto outros
relatam suas aplicacBes biotecnoldgicas (NISA et al. 2015).

Dentre 0s agentes antagonistas, 0s microrganismos representam fontes
importantes para investigagdes por atuarem na protecdo, promogdo de crescimento
vegetal, além de apresentarem modos de acdo contra os patdgenos como: parasitismo,
hiperparasitismo e micoparasitismo, competicdo, antibiose e inducdo de resisténcia contra
fitopatdgenos (MACHADO et al. 2012; ISAIAS et al. 2014). Esses microrganismos
podem limitar ou aumentar a atividade do patdgeno ou ocasionar a resisténcia do
hospedeiro (VIMALA; SURIACHANDRASELVAN, 2009; THAKUR; SOHAL, 2013).

A relagdo endofito-hospedeiro é mediada por varias etapas fisiologicas bem
evoluidas e caracteriza-se por um equilibrio entre a viruléncia do microrganismo e 0s
mecanismos de defesa da planta. Se esse equilibrio for perturbado, pode acarretar a
diminuicdo das defesas da planta ou um aumento na viruléncia do fungo, desenvolvendo-
se assim uma patogenia (SCHULZ et al. 2002). Durante a infec¢do endofitica os

metabolitos especificos de plantas sdo ativados, desempenhando um papel significativo
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na colonizacao e na instauracdo de interacdes endofiticas. Essas substancias ndo apenas
desempenham um papel na defesa e competi¢do, mas também podem ser necessarias para
interacdo especifica com o endofito (KHARWAR et al. 2020).

Alguns trabalhos realizados com o controle biolégico de M. perniciosa
demonstram a eficiéncia desses organismos. Em um estudo conduzido por Oliveira, Assis
e Leal (2014), a eficiéncia média de isolados de Clonostachys para o controle de M.
perniciosa foi de aproximadamente 50%; sendo que, de modo geral, 0 micoparasitismo
parece ter sido 0 mecanismo mais eficiente de antagonismo no controle bioldgico. A
atividade de controle exercida pelo género  Clonostachys pode ser atribuida a
determinada substancia produzida(s), ou pela inducéo da resisténcia vegetal, impedindo
0 desenvolvimento da vassoura-de-bruxa do cacaueiro. (BASTOS, 2011; BASTOS,
2012). A espécie Clonostachys rosea foi capaz de reduzir a incidéncia de M. perniciosa
em até 70% em estudos conduzidos em casa de vegetacdo (RUBINI et al. 2005).

Trés cepas de Lasiodiplodia theobromae inibiram o crescimento de M. roreri e M.
perniciosa, tanto no confronto das col6nias quanto por seus metabolitos e,
adicionalmente, colonizaram o hospedeiro entre 80-100% das vezes (VASQUEZ et al.
2018).

Apesar da aplicabilidade de Trichoderma no controle biol6gico, ha poucas
formulacBes a base desse microrganismo devidamente registradas pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) no Brasil.Um exemplo, éo
biofungicida Tricovab® desenvolvido pela Comissédo Executiva do Plano da Lavoura
Cacaueira (CEPLAC). Obtido a partir do fungo Trichoderma stromaticum, é
comprovadamente eficaz quando diluido em agua e pulverizado na plantacdo de cacau,
sendo capaz de inibir a reproducdo do fungo da vassoura-de-bruxa em até 99% no solo e
em cerca de 57% na copa de cacaueiro (CEPLAC, 2012).
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RESUMO

Microrganismos patogénicos sdo um dos principais agentes causadores de doencas de
plantas infectando diversas regides e sendo responsaveis por inimeros prejuizos as
culturas. Com a necessidade de alternativas de controle e manutencdo dessas doencas por
pesticidas quimicos, a biotecnologia microbiana surge contribuindo para a agricultura de
maneira sustentavel e eficiente. Fungos e bactérias possuem mecanismos que inibem o
crescimento de outro microrganismo patogénico que convive no mesmo nicho ecolégico.
A Amazonia por sua biodiversidade se configura como um berco para novos achados de
microrganismos com potencial biocontrolador. Portanto, nessa revisao reunimos estudos
que relatam e descrevem a atividade de microrganismos controladores isolados na
Amazonia Legal. Foram feitas buscas em bases de pesquisa utilizando os seguintes
buscadores: “Microorganisms biocontrol agente phytopatogen Amazon” Biocontrol
agente phytopatogen in Amazon”, “Fungal/Bacteria biocontrol agente of phytopatogen in
Amazonia”. Identificamos que género de fungo mais utilizado para controle bioldgico na
Amazonia foi Trichoderma sp. e de bactéria foi Bacillus sp. Os fitopatdgenos mais
combatidos foram Fusarium sp., Corynespora cassiicola, Colletotrichum sp. e
Rhizoctonia solani. Além dos hospedeiros destes microrganismos que foram Paullinia
cupana, Theobroma cacao e Hevea brasiliensis. Os microrganismos testados
apresentaram altas taxas de controle e variedades de mecanismos. Espera-se que este

trabalho contribua com o panorama do cenario atual na Amazonia.
Palavras-chave

Controle biolégico; Antagonismo; Enzimatico; Trichoderma sp.

38



ABSTRACT

Pathogenic microorganisms are one of the main agents causing plant diseases, infecting
different regions and being responsible for numerous damages to crops. With the need
for alternatives to control and maintain these diseases by chemical pesticides, microbial
biotechnology emerges, contributing to agriculture in a sustainable and efficient way.
Fungi and bacteria have mechanisms that inhibit the growth of another pathogenic
microorganism that lives in the same ecological niche. Due to its biodiversity, the
Amazon is configured as a cradle for new discoveries of microorganisms with biocontrol
potential. Therefore, in this review we gathered studies that report and describe the
activity of control microorganisms isolated in the Legal Amazon. Searches were carried
out in research bases using the following search engines: “Microorganisms biocontrol
agent phytopathogen Amazon” Biocontrol agent phytopathogen in Amazon”,
“Fungal/Bacteria biocontrol agent of phytopathogen in Amazonia”. We identified that the
genus of fungus most used for biological control in the Amazon was Trichoderma sp. and
for bacteria was Bacillus sp. The phytopathogens most fought were Fusarium sp.,
Corynespora cassiicola, Colletotrichum sp. and Rhizoctonia solani. In addition to the
hosts of these microorganisms that were Paullinia cupana, Theobroma cacao and Hevea
brasiliensis. The microorganisms tested showed high rates of control and variety of
mechanisms. It is hoped that this work will contribute to an overview of the current

scenario in the Amazon.
Key words

Biological control; Antagonism; Enzymatic; Trichoderma sp.
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1. INTRODUCAO

A biotecnologia microbiana contribui para a agricultura sustentavel, atenuando o uso
de fertilizantes e pesticidas quimicos sintéticos (CORTIVO et al., 2017). O controle
biolégico € um método difundido mundialmente que apoia a agricultura sustentavel,
reduz os custos de producéo e a poluicdo ambiental. (UMESHA et al., 2018; HESHAM
et al. 2021).

As doencas de plantas sdo causadas por varios microrganismos como bactérias,
fungos, nematoides, protozoérios e virus (DE SILVA et al. 2019). Os fungos patogénicos
sdo um dos principais agentes causadores de doencas de plantas, que podem infectar a
maioria das partes do vegetal, incluindo raizes, caules, folhas, flores e frutos (HYDE et
al., 2009a, HYDE et al., 2009b, HYDE et al., 2014, MANAMGODA et al., 2011,
2014, UDAYANGA et al., 2014). Assim como os fungos, as bactérias sdo capazes de
causar doencas em uma ampla variedade de plantas em todo o mundo (STRANGE E
SCOTT, 2005; KANNAN et al., 2015). As bactérias fitopatogénicas, afetam muitas
plantas produtoras de alimentos, colonizando sua superficie ou tecidos (KANNAN et al.,
2015). Manchas, ferrugem, cancro, podriddo tecidual e/ou desequilibrios hormonais,
nanismo, ramificacdo das raizes e epinastia foliar sdo sintomas causados por bactérias
(STRANGE; SCOTT, 2005; KANNAN et al., 2015).

A microbiota associada a plantas da Amazonia é uma fonte promissora de bioativos
(AZEVEDO et al. 2000, 2002; BANHOS et al. 2016). Além disso, as plantas amazodnicas
hospedam fungos e bactérias que podem contribuir para o desenvolvimento da
agricultura, por meio da descoberta de novos microrganismos antagonistas para
desenvolvimento de novos produtos biologicos no combate de doencas de plantas
(BANHOS et al. 2016).

O controle biolégico de doencas de plantas é a supressdao de populacfes de
fitopatogenos por organismos vivos (HEIMPEL; MILLS, 2017). A filosfera, a superficie
das plantas acima do solo, € um ecossistema complexo onde os microrganismos e a planta
hospedeira interagem extensivamente para criar comunidades especificas, porém
dindmicas (LEGEIN et al. 2020). Essas comunidades habitam tanto as superficies
externas (epifitas) quanto os espagos internos (endofitos) e essas comunidades
desempenham um papel importante na protecdo da planta contra doengas (LEGEIN et al.

2020). Sabe-se também que agentes de controle biolégico isolados do solo de varias cepas
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controlaram com sucesso doencgas transmitidas pelo solo de culturas valiosas causadas
por fungos, oomicetos, bactérias e nematdides (NIU et al. 2020).

O objetivo deste trabalho foi realizar um levantamento a fim de apresentar um melhor
entendimento sobre os fungos e bactérias da Amazénia utilizados no controle biologico
de fitopatogenos. Esse artigo foi subdividido nos topicos: Fungos controladores de
doencas de plantas, Bactérias controladoras de doencas de plantas, Mecanismo de acéo
dos microrganismos controladores de fitopatdgeno e Fonte de microorganismos
controladores de fitopatdégenos.

2. METODOLOGIA

O estudo foi realizado por meio de levantamento bibliografico, sendo consultados
livros e artigos indexados nas principais bases de pesquisas, como: Science Direct, Web
of Science, Jstor e Google Scholar. Para filtragem dos artigos foram utilizados os
seguintes buscadores: “Microorganisms biocontrol agent phytopathogen Amazon”
Biocontrol agent phytopathogen in Amazon”, “Fungal/Bacteria biocontrol agent of
phytopathogen in Amazonia”. Para essa revisdo, foram incluidos artigos originais,
escritos em portugués, inglés e espanhol indexados na ultima década, buscando ser mais
atualizada, para assim servir de base para estudos futuros. Além de que os critérios de
exclusdo incluiam os artigos terem sidos publicados antes de 2010, a coleta do
microorganismo ndo ter sido realizada em alguma regido da Amazbnia e o0
microorganismo nao ter sido testado contra fitopatdgenos.

Com base no levantamento bibliografico e a fim de apresentar um melhor
entendimento sobre os fungos e bactérias da Amazonia utilizados na promocao do
controle bioldgico de fitopatdgenos, esse artigo foi subdividido nos tdpicos: Fungos
controladores de doencas de plantas, Bactérias controladoras de doencas de plantas,
Mecanismo de acdo dos microrganismos controladores de fitopatdgeno e Fonte de

microorganismos controladores de fitopatdgenos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
No total foram encontrados 2.752 artigos no banco de dados Google Schoolar, 04 no

Science Direct, 3 no JTOR e 21 no Springer Link. Aplicando os critérios de exclusdo

foram selecionados um total de 29 artigos publicados de 2010 a 2022 e a com
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microorganismos biocontroladores isolados na Amazonia (Figura 1). Todos os trabalhos

foram organizados por descritores e banco de dados (Tabela 1).

Total de artigos
selecionados: 29

[
[ [ [ !

Total de artigo por Google Schoolar Science Direct= JSTOR= 3 Springer Link =
base de pesquisa - 21
QrmE i t Google L Science Direct= t L Springer Link=
selecionados por base Schoolagr: 22 0 JSTOR= 02 P g03
de pesquisa

Figura 1. Namero total de artigos selecionados para revisao sistemética de estudos com microorganismos
para o biocontrole de fitopatégenos na Amazonia.

Tabela 1. Lista de descritores e banco de dados utilizados para busca de estudos utilizando
microorganismos para o biocontrole de fitopatégenos na Amazonia.

Descriptor Google Science  JSTOR  Springer
Scholar Direct Link

Microorganisms’ biocontrol agent 1.320 1 3 11

phytopathogen Amazon

Biocontrol agente phytopatogen in 1.340 1 3 10

Amazon

Fungal/Bacterial biocontrol agents of 92 2 0 0

phytopathogen in Amazonia

1. Fungos amazonicos controladores de doencgas de plantas

Os fungos sao de grande importancia agricola e ecolédgica, mantendo o equilibrio do
ambiente, decompondo restos vegetais, degradando substancias toxicas, auxiliando as
plantas a crescerem e se protegerem contra inimigos, como outros microrganismos
patogénicos (ABREU et al. 2015). Fungos com propriedades antagbnicas constitui uma
estratégia de grande interesse e importancia para o controle bioldgico, utilizados como
bioprotetores que apresentam acgdo fungicida e inseticida (BETTIOL, 2009). Estima-se
gue no mundo ha 1.5 milhdes de espécies de fungos e que somente 1% tem sido
pesquisado quanto ao espectro de producdo de metabdlitos secundarios (WEBER 2007).

Os fungos da ordem Sordariomycetes sdo bastante testados para controle de

fitopatogenos na Amazénia (Figura 1. a). Sordariomycetes é a segunda maior classe de
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Ascomycota (KIRK et al. 2008; HYDE et al. 2013). Cosmopolitas, essa classe acomoda
principalmente txons terrestres, embora varios possam ser encontrados em habitats
aquaticos (HYDE;WONG, 2000; CAI et al. 2006a; JONES et al. 20094, b, 2015;
PRATIBHA et al. 2014).

Sordariomycetes também sdo comumente isolados como endofitos de varias plantas
(KEIM et al. 2014). Algumas espécies de Sordariomycetes (Beauveria bassiana,
Trichoderma viride, T. harzianum) sdo agentes de biocontrole economicamente
importantes (WRAIGHT et al. 1998; KAEWCHAI et al. 2009) e outros produzem uma
ampla gama de metabolitos quimicamente diversos importantes para medicamentos e
outras biotecnologias industriais (SEMENOVA et al. 2012; DEBBAB et al. 2013; XU et
al. 2014; ZIN; BADALUDDIN 2020).

Cerca de 90% dos agentes de biocontrole fungicos contra microrganismos
patogénicos pertencem a diferentes isolados de Trichoderma (HERMOSA et al. 2012).
Em todo o mundo, atualmente, mais de 60% de biofungicidas eficazes sdo obtidos a partir
desse género (ABADIAS, 2019). Na Amazonia, o género Trichoderma foi o mais testado
para controle bioldgico (Figura 1 a e Tabela 1). Esses fungos séo colonizadores rapidos,
invasivos, oportunistas, virulentos e apresentam uma relacdo simbidtica com as plantas
(SOOD et al. 2020). Os metabdlitos secretados por esses fungos ndo apenas melhoram o
crescimento das plantas, mas também inibem o crescimento de patdégenos por meio de
varios mecanismos antagonicos (CONTRERAS-CORNEJO et al. 2015a; CONTRERAS-
CORNEJO et al. 2015b).

Na Amaz6nia, estudos com Trichoderma demonstraram controle de fitopatégenos
igual ou superior a 50% (Tabela 1, Figura 2. a). Na Colémbia, Smith et al. (2013) testaram
os efeitos de diferentes espécies de Trichoderma contra o fitopatdgeno Sclerotinia
sclerotiorum, sendo que T. asperellum, T. atroviride e T. harzianum demonstraram
controle de crescimento maior que 50% em ensaios in vitro (Figura 2). Adicionalmente,
na Colémbia estudo realizado com importantes fitopatogenos do cacaueiro (Theobroma
cacao), Phytophthora palmivora, Moniliophthora roreri, Aspergillus flavus e Fusarium
solani, demonstrou o efeito de T. viride controlando o crescimento desses fitopatdgenos
in vitro em taxas maiores que 50% (Tabela 2) (VILLAMIZAR-GALLARDO et al 2017).
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Figura 2. Microrganismos biocontroladores da Amazonia relatados em estudos.
a) Fungos controladores testados contra fitopatdgenos na Amaz6nia. b) Bactérias
controladores testadas contra fitopatdgenos na Amazonia.

Estudos realizados no Peru demonstraram o efeito de Trichoderma TE91 (maior
que 50%) inibindo o micélio do fitopatdgeno Verticillium dahliae que afeta a espécie T.
cacao (LEON-TTACCA et al. 2019) e T. koningiopsis LA279 contra Colletotrichum
cassiicola, agente causal da target spot em Hevea guianensis, apresentando taxa de
controle de crescimento menor que 30% (RENAUD et al., 2019). Também no Peru, o
isolado de Trichoderma sp. (CP24-6) obtido do solo rizosférico de T. cacao apresentou
taxa de controle maior que 50% contra M. roreri, sendo possivel verificar os mecanismos
de micoparasitismo e antibiose (LEIVA et al. 2020) (Figura 3).

No Brasil, T. asperellum foi testado contra o fitopatégeno do arroz Rhizoctonia solani
apresentando controle de crescimento menor que 50% (DE FRANCA et al. 2015). Outro
estudo realizado com uma nova espécie de Trichoderma denominada T. juruaense isolado
do rio Jurua no estado do Amazonas, apresentou resultados positivos de inibicdo in vitro
contra os patdgenos C. siamense (50%), C. cassiicola (43%), Fusarium decemcellulare
(61%) e Sclerotium rolfsii (51%) (GWINNER et al. 2022).

Com alto potencial de biocontrole outro estudo demonstrou acéo inibitoria contra
P. palmivora, fitopatdgeno do cacaueiro e do cupuaguzeiro, realizadas pelos fungos
endofiticos Pestalotiopsis sp., Curvularia sp., Tolypocladium sp., Fusarium sp.
(HANADA et al 2010). Com alta taxa de controle para a antracnose no acai, doenga
causada pelo fungo C. gloeosporioides, se mostraram eficazes os fungos Ramichloridium
sp., Clonostachys rosea e Penicillium sclerotiorum (PETERS et al. 2020). Trés isolados

de Lasiodiplodia theobromae apresentaram resultados positivos contra os fitopatogenos
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Figura 3. Microrganismos controladores de fitopatdgenos da Amaz6nia relatados nos

paises Brasil, Colémbia, Equador e Peru

M. perniciosa e M. roreri, (VILLAVICENCIO-VASQUEZ et al. 2018). Ainda para
0 cacaueiro, o fungo Botryosphaeria quercum isolado do solo e do fruto se mostrou
eficiente para o biocontrole de alguns fitopatdgenos como P. palmivora, M. roreri, A.
flavus e F. solani agentes causais nos hospedeiros T. cacao e T. grandiflorum
VILLAMIZAR-GALLARDO et al 2017).

Fungos isolados de Paullinia cupana foram testados contra diversos fitopatégenos do
préprio guaranazeiro como Colletotrichum sp., Ceratocyste padadoxa, F. verticillioides,
F. oxysporum, R. solani (figura 2. c) (BONATELLI et al. 2016). Os isolados Fusarium
sp. Pestalotiopsis sp. e Microdochium sp. apresentaram atividade contra esses
fitopatdgenos in vitro, sendo que Fusarium sp. e Pestalotiopsis sp. também apresentaram
atividade antagonista in vivo. Além disso, Fusarium sp sp. e Pestalotiopsis sp. produziram
quitinases e compostos volateis antagonicos, respectivamente (BONATELLI et al. 2016).
Também isolado de P. cupana, C. siamense foi testado contra C. fructicola em

experimento in vivo e foi observado a ativagéo das vias peroxidase (POX) Fenilalanina
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Amoénia Liase (PAL) e presenca de quitinase como reposta do fungo ao patogeno
(CASAS et al. 2021).

Um estudo com Hevea brasiliensis, obteve isolados endofiticos Cophinforma

atrovirens, Polyporales sp., Phanerochaetesp., Diaporthe sp., os quais foram testados
contra os fungos Corynespora cassiicola e C. gloeosporioides in vitro, sendo possivel
observar atividade enzimatica para estes isolados (AMARAL et al. 2022).
Isolados de Colletotrichum sp. obtidos do jambu (Acmella ciliata) foram avaliados contra
C. gloeosporioides e F. decemcellulare apresentando taxas de controle dos fitopatdgenos
menor que 50% in vitro (ORTIZ-OJEDA, 2020). Na Colombia, isolados de
Ceratobasidium spp. foram obtidos de raizes de orquideas para experimento de controle
do fitopatégeno R. solani em arroz (Oryza sativa), apresentando atividade biocontrole
para este agente causal (MOSQUERA-ESPINOSA et al. 2013).

Tabela 2. Fungos endofiticos controladores de fitopatdgenos isolados de ambientes e hospedeiros

amazonicos.
Autores  Local Microrga Fitopatoge Localdo Doenca Hospedeiro Tipo Taxade Mecanismo
nismo no isolament de  Controle
0 teste
Bonatell Paullini -
ietal., Fusariu Colletotri a Anthrac  Paullinia in
2016. Brazil m sp. chumsp. cupana nose cupana  vitro <50%
Ceratocys Paullini -
Fusariu te a Black Sugarcan in
m sp. padadoxa cupana rot e vitro <50%
Fusarium  Paullini -
Fusariu verticillioi a Pokka  Sugarcan in
m sp. des cupana Boheng e vitro <50%
Fusarium  Paullini -
Fusariu oxysporu a Fusariu  Pisum in
m sp. m cupana mwilt sativum  vitro <50%
Paullini  Rhizoct -
Fusariu  Rhizocton a onia Phaseolus in
m sp. jiasolani cupana canker wvulgaris vitro <50%
Pestalot Paullini -
iopsis Colletotri a Anthrac  Paullinia in
sp.C3  chumsp. cupana nose cupana vitro <50%
Pestalot Ceratocys Paullini -
iopsis te a Black Sugarcan in
sp.C3  padadoxa cupana rot e vitro <50%
Pestalot Fusarium Paullini -
iopsis verticillioi a Pokka  Sugarcan in
sp.C3  des cupana Boheng es vitro <50%
Pestalot Fusarium Paullini -
iopsis oXysporu a Fusariu  Pisum in
sp.C3 m cupana mwilt sativum  vitro <50%
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Villacen Lasiodip Competig

cio- lodia T. cacao/ do
Vasquez theobro  Monilioph Theobro T.
etal. mae - tora ma Witches grandiflor in
2018 Ec098  perniciosa cacao > broom um vitro >50%
Lasiodip -
lodia T. cacao/
theobro  Monilioph Theobro T.
mae - tora ma Witches grandiflor in
Ec151  perniciosa cacao > broom um vitro >50%
Lasiodip -
lodia T. cacao/
theobro  Monilioph Theobro T.
mae - tora ma Witches grandiflor in
Ec157  perniciosa cacao > broom um vitro >50%
Lasiodip -
lodia T. cacao/
theobro  Monilioph Theobro T.
mae - tora ma Frosty  grandiflor in
Ec098  roreri cacao Pod Rot um vitro >50%
Lasiodip -
lodia T. cacao/
theobro  Monilioho Theobro T.
mae - tora ma Frosty  grandiflor in
Ec151  roreri cacao Pod Rot um vitro >50%
Lasiodip Micopara
lodia T. cacao/ sitismo
theobro  Monilioho Theobro T.
mae - tora ma Frosty  grandiflor in
Ec157  roreri cacao Pod Rot um vitro >50%
Leiva et in Antibi-ose
al. 2020 Monilioph Solo vitro
thora rizosféri Frosty ~ Theobrom /in
Peru  CP24-6 roreri co Pod Rot a cacao vivo >50%
in -
Monilioph Solo vitro
thora rizosféri Frosty ~ Theobrom /in
CP24-6  roreri co Pod Rot a cacao vivo >50%
Leon- -
Ttacca Trichod Micoparai
et al. erma Verticilliu Verticill Theobrom in stismo
2019 Peru  TE91 m dahliae Leaves ium wilt acacao vivo >50%
Pujade- Trichod -
Renaud erma in
etal, koningio Corynesp Hevea  Corynes Hevea vitro
2019 psis ora guianen pora leaf brasiliensi /in
Peru  LA279  cassiicola sis fall s vivo  <50%

2. Bactérias amazonicas controladoras de doencas de plantas

Assim como os fungos, as bactérias benéficas as plantas proporcionam inimeros
beneficios, ajudando-as a tolerar varios estresses bidticos e abioticos que podem desafiar
0 crescimento das plantas (MILIUTE et al., 2015). Felizmente, o controle biologico,
usando bactérias antagbnicas como agentes de biocontrole (BCASs) que interferem no
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desenvolvimento dos patdgenos, pode ser uma alternativa ao controle quimico e evitar os
problemas causados por esse método (TAN et al., 2006).

Bactérias assim como patdgenos de plantas podem habitar e colonizar o0 mesmo
nicho ecoldgico e tem sido amplamente reconhecido mecanismos sobre a atividade de
biocontrole como competicdo por espaco, montagem de produtos quimicos inibitdrios
gerais e resisténcia trazida contra patdgenos na planta hospedeira (ZHUANG et al. 2007).
A atividade antifingica é a caracteristica mais comum para as bactérias, também
encontrada na presente revisdo (Tabela 3), assim as bactérias antagonistas sao
consideradas como agentes de controle biol6gico ideais (AZEEM et al. 2020).

Os compostos bioativos produzido por bactérias pode atuar como supressores e/ou
inibidores do desenvolvimento de fitopatogenos (FEICHTMAYER et al., 2017). As
bactérias seguem um minimo de dois métodos de antagonismo para o impedir o
desenvolvimento dos fitopatogenos (SAFDARPOUR; KHODAKARAMIAN, 2019).
Notadamente, a competicdo espacial e de nutrientes, parasitismo, producdo de compostos
volateis e biofilmes sdo 0s mecanismos mais empregados por esses microrganismos
(BAHADOU et al. 2018; THOKCHOM et al. 2017).

Bactérias  pertencentes aos géneros Actinobacteria, Bacillus, Enterobacter,
Paenibacillus, Pseudomonas e Serratiasdo as mais comumente relatadas por
sua atividade antimicrobiana contra fitopatégenos (AKTUGANOQV et al., 2008; LIU et
al., 2010; LODEWYCKX et al., 2002). Destas Bacillus e Pseudomonas foram os géneros
mais relatados para controle bioldgico de fitopatdgenos na Amazonia (Tabela 3; Figura
2.b).

Do ponto de vista biotecnoldgico, a caracteristica mais importante das espécies
de Bacillus € seu metabolismo secundario diversificado e a capacidade de produzir uma
grande variedade de substancias antagbnicas estruturalmente diferentes (FIRA et al.
2018). Espécies de Bacillus estdo entre os agentes de biocontrole mais investigados, ou
seja, biopesticidas que contribuem para a supressdo de patdgenos de plantas por
antagonismo e/ou competicdo (MNIF 2015). Grande diversidade de espécies do
género Bacillus tem demonstrado atividade antagdnica contra diversos microrganismos
fitopatogénicos em culturas agricolas, como milho, arroz, frutiferas, entre outras
(WANG et al., 2014; L1 et al., 2015). Segundo o levantamento realizado nesse estudo,
Bacillus foi um dos géneros mais testados contra fitopatdgenos, apresentando taxa de

controle maior e menor que 50% em estudos realizados no Brasil (Tabela 2; Figura 2. b).
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Estudos com Bacillus para o controle de C. guaranicola e Fusarium decencellulare
agentes causadores de doencas em culturas de Paullinia cupana (guarand), por exemplo,
demonstrou atividade antagonista através de enzimas como protease, esterase e acido-
indolacético e amonia (NH3) (LIOTTI et al. 2018; SANTOS E SILVA, 2016).

Isolados de Bacillus foram testados contra Colletrotrichum sp. e C.
gloeosporioides agentes causais da antracnose, exibindo taxas de controle do patégeno
maior (SANTOS e SILVA et al. 2016; DOS REIS et al. 2019) e menor que 50% (ORTIZ-
OJEDA et al 2020; BONATELLI et al. 2019). Bacillus sp. também foi avaliado em
relacdo ao controle da Murcha de Fusarium e a Podriddo-do-pé causadas por Fusarium
sp., apresentando controle eficiente para F. oxysporum f. Lycopersici e F. graminearum
(VELHO et al. 2011). No controle da doenca target spot, causada pelo fungo Corynespora
casiicola, isolados de Bacillus também apresentaram alta taxa de controle de crescimento
do fungo (CANIATO et al. 2020).

Aspergillus carbonarius é responsavel pela producéo da micotoxina conhecida como
ocratoxina em algumas culturas. Alguns isolados de Bacillus obtidos de regides aquéticas
amazonicas também apresentaram antagonismo contra o patégeno in vitro através da
atividade hemolitica (SILVEIRA et al.,2021). Bacillus amyloliquefaciens foi testado
contra Rhizoctonia solani, patégeno do arroz, e obteve taxa de controle maior que 50%
(MARTINS et al. 2018; SILVEIRA et al. 2021). Os isolados B. velezensis e B.
aryabhattai obtidos da mandioca (Manihot esculenta) quando testados contra
Phytopythium sp. apresentaram taxa de controle menor que 50% (DA CUNHA
FERREIRA et al. 2021).

Isolados de Bacillus coletados em ambientes aquaticos amazonicos (Bacillus sp.
Bacillus linchenformis e B. Subtilis) apresentaram atividade de controle de crescimento
principalmente entre os fitopatdgenos Bipolaris sorokiniana, Fusarium oxysporum f.
lycopersici (Solanum lycopersicum) e Fusarium graminearum (VELHO et al. 2011). Um
estudo realizado com Corynespora cassiicola, agente causal da target spot em tomateiros,
demonstrou taxas de controle da doenga em até mais que 50% in vivo (CANIATO et al.
2020).

O género Pseudomonas foi relatado em estudos de controle bioldgico, isolados de Piper
tuberculatum, as bactérias exibiram taxas de controle satisfatorias contra os fitopatdgenos
Fusarium solani f. sp piperi (NASCIMENTO et al. 2015). Isolados de Pseudomonas

retirados do solo amazénico testados contra R. solanii, fitopatdgeno que ataca as culturas
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de arroz e outras gramineas, exibiram taxa de controle maiores que 50% (VINCENTINI
et al. 2022).

V. dahiiae 1 Siderophores 1
S. roifsii 1 Chitinase 2

S. sclerotiorum 1 Protease 2

R.solani 4 POX and PAL 1
P. palmivora 2 Phosphor 1
P. guepinit 1

guep Esterase 1

Enzymatic 2

Hydrolytic enzimes 1

M. perniciosa 1

Reported mechanisnis

M. ulei 1

Phythopatogens genera

M. roreri 3

Volatile compounds 3

Fusarium sp. 9

i 1
C. cassiicola 4 Ammonia

Colletotrichum sp. 4 Indoleacetic acid 1

C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2
IE Number os studies @ Number of studies

Figura 4. Fitopatégenos e Mecanismos de acdo relatados para microrganismos da Amazonia. a)
Géneros de fitopatdgenos relatados nos testes de controle biol6gico. b) Mecanismos reportados para os

microrganismos controladores da Amazénia.

Foram isolados alguns espécimes do género Pseudomonas a partir do jambu (Acmella
ciliata), e destas algumas apresentaram atividade de inibicdo de crescimento a C.
gloeosporioides e F. decemcellulare (ORTIZ-OJEDA et al. 2020).

Isolados de Streptomyces obtidos de Hevea brasiliensis na Colémbia obtiveram taxas
de controle variadas contra o agente causal da antracnose (Colletotrichum
gloeosporioides) e contra Microcyclus ulei causador da doenca leaf blight, onde pode ser
observado a presenca de compostos volateis e antifungicos (VILLARRAGA et al. 2017).
Peptideos de S. morookaense isolados do solo amaz6nico também foram testados contra
C. gloeosporioides e obteve-se taxas de controle maiores que 50% e foi verificado a

presenca do composto antifingico gloeosporiocida A4C5C2 (DOS REIS, 2019).

Estudos com P. cupana (guaranazeiro) no Brazil testou isolados de bactérias S.
griseocarneus, Pantoea anthophila, Burkholderia cenocepacia, Enterobacter sp.,
Paenibacillus sp. contra os fitopatdgenos causadores da antracnose e fusariose
(C. guaranicola e F. decencellulare), onde os ensaios demonstraram a producdo de

esterase, amonia, celulase, protease e acido-indolacético (LIOTI et al. 2018).

Tabela 3. Bactérias controladores de fitopatogenos isolados de hospedeiros amazonicos.

Autores Localiza Microrg Fitopato Fonte Doenca Hospe Tipo Taxade Mecanis
cdo anismo geno de deiro de  controle mo
coleta teste
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3. Mecanismo de acdo dos microrganismos amazénicos controladores de
fitopatogenos

E difundido que a interag&o entre plantas e microrganismos dentro do complexo de
desenvolvimento vegetal proporciona efeitos benéficos desde a germinacdo,
desenvolvimento vegetativo, producdo e caracteristicas fitossanitarias desejaveis no
produto pos-colheita (LOPES et al. 2021). Algumas pesquisas mostram que
microrganismos sdo capazes de melhorar o desenvolvimento de espécies agricolas e
florestais (CELY et al., 2016; MACHADO et al. 2020; LOPES et al., 2021b; SALES et
al., 2021).
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Os BCAs (agentes de biocontrole) utilizados no controle em planta e em frutas pds-
colheita tém seus mecanismos de acdo pouco descritos na literatura para a maioria dos
microrganismos (seja bactérias ou fungo filamentosos/leveduras) (BAZIOLI et al. 2019).
No entanto, supde-se que mais de um mecanismo de controle possa estar atuando
simultaneamente sobre as interacfes hospedeiro-patdgeno-antagonista e ambiente
(NUNES et al. 2009); os quais podem incluir: antibiose (NUNES et al 2009,
WAEWTHONGRAK 2015), competi¢do por nutrientes ou espaco (DROBY et al. 1989),
(figura 3) inducéo de resisténcia (DROBY et al. 200; LU et al. 2013), micoparasitismo e
formacdo de biofilme [CASTORIA 2003, BENHAMOU 2004). Nesses processos,
geralmente ocorrem variados mecanismos. Na indugédo de resisténcia por exemplo, 0s
mecanismos de defesa induzidos envolvem a producédo de espécies reativas de oxigénio,
fitoalexinas, compostos fendlicos ou proteinas relacionadas a patogénese ou a formacao

de barreiras fisicas como modificacdes de paredes celulares e cuticulas pela planta

induzida (WIESEL et al., 2014; MACARISIN et al. 2010).

Na antibiose ha secrecdo de enzimas especificas e compostos volateis (BAR-
SHIMOM 2004; NARAYANASAMY et al. 2013). Na competicdo, 0S microrganismos
competitivos em potencial devem ser capazes de ocupar esses nichos, sobreviver e
consumir rapidamente fontes de nutrientes essenciais para a infec¢éo de patdgenos, como
acucares, polen e exsudatos de plantas nas superficies das plantas e nos residuos de
plantas, para que os patdgenos vencidos ndo sejam capazes de infectar o hospedeiro
(KOHL et al., 2019).

O antagonismo contra patdégenos é determinado principalmente pela presenca de
zonas de inibicdo entre os fungos endofiticos e patogénicos, ou a capacidade dos fungos
endofiticos de crescerem sobre os fungos patogénicos (ZANUDIN 2020). O antagonismo
é conhecido ser mediada por uma variedade de compostos de origem microbiana, por
exemplo, bacteriocinas, enzimas, substancias tdxicas, volateis e indiretamente,
antagonizando patégenos fungicos pela producéo de sideroforos, quitinase, antibioticos,
pigmentos fluorescentes e cianeto (NARAYANASAMY et al. 2013). Alguns desses

compostos foram identificados nos estudos reunidos nessa revisao.

Na Amazbnia, o composto mais relatado para os microrganismos foram os
enzimaticos (Figura 4. d) (ALVES-JUNIOR et al. 2021; SANTOS; SILVA, 2016;
BONATELLI et al. 2019). A secregéo dessas enzimas por microrganismos hidrolisa 0s

componentes da parede celular do patogeno, tais como a quitina, glucano e celulose
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(LUNGE; PATIL, 2012), os quais podem ser sintetizados por fungos e bactérias
antagonistas. Enzimas quitinoliticas, em conjunto com -glucanases ou celulases, sdo as
enzimas mais frequentemente considerado critico no biocontrole (WANG et al., 2019).
Essas proteinas antifungicas, também sdo de grande interesse biotecnologico devido ao
seu uso potencial na conservacdo de alimento e sementes e na resisténcia de plantas a
fungos fitopatogénicos (AZEEM et al. 2020).

Um estudo relatou a atividade enzimatica para isolados de bactérias contra 0s
fitopatdgenos Fusarium sp., Cercospora coffeicola, Rhizoctonia solani e Pestalotiopsis
guepinii (ALVES-JUNIOR et al. 2021). Microrganismos isolados de Paullinia cupana
demonstraram atividade enzimética em trés estudos na Amazbnia: O fungo
Colletotrichum siamense inibiu o crescimento do fitopatégeno Colletotrichum fructicola
(CASAS et al. 2021); isolados de Bacillus sp. apresentaram taxas de controle maior que
50% contra Colletotrichum gloeosporioides L2 (SANTOS; SILVA, et al. 2016); outro
estudo também realizado com isolados de Bacillus sp. apresentaram taxas maiores e
menores que 50% contra o fitopatdgeno Colletotrichum sp. (BONATELLI et al. 2019).

Em sequéncia aos compostos antagonistas também se destacaram nesse estudo os
compostos volateis, antifungicos, ativos e tensoativos, nesse caso, produzidos por
bactérias (VILLARAGA et al. 2017; DOS REIS et al. 2018; VELHO et al. 2011) (Figura
2. d). Os compostos organicos volateis (COVSs), sdo compostos de baixo peso molecular
que tém efeito direto no crescimento de fitopatdgenos por microrganismos (CARMONA-
HERNANDEZ). Séo ativos em baixas concentracfes e pertencem a VArios grupos
quimicos, como alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, lactonas, terpenos e compostos de
enxofre (CARMONA-HERNANDEZ).

O controle bioldgico utilizando espécies de Bacillus, género de bactéria mais relatado
nesse estudo, possibilitam o biocontrole pela producdo de compostos orgénicos volateis
(COV) ou ndo volateis (ASARI et al., 2016), apresentando potencial antagbnico a
diversos fitopatdgenos de varias culturas na pré e pdés-colheita (ALAMRI, 2015;
YAMAMOTO et al.,, 2015; ZOHORA et al., 2016). J& os membros do género

Streptomyces, segundo género mais relatado para bactérias, carregam muitos
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Figura 5. Processos associados aos mecanismos de acdo de microrganismos amazonicos a

fitopatdgenos e principais hospedeiros que abrigam microrganismos biocontroladores.

agrupamentos de genes responsaveis pela producdo de metabdlitos bioativos, como
enzimas, toxinas, antibioticos, antitumorais e antifungicos (SHE et al., 2016).

Velho et al. 2011 relatou a acdo de isolados do género Bacillus sp. contra os
fitopatdgenos Aspergillus flavus, A. niger, A. phoenicis, B. sorokiniana, F. oxysporum f.
Lycopersici e F. graminearum identificando a presenca de compostos tensoativos
(Lipopetideo). Um peptideo (composto antiflngico) foi isolado da bactéria Streptomyces
morookaense e testado contra Colletotrichum gloeosporioides apresentando taxa de
controle maior que 50% (DOS REIS et al. 2019). Em outro estudo, isolados de
Streptomyces sp. também testados contra Colletotrichum gloeosporioides apresentaram
acdo de compostos volateis (VILLARRAGA et a. 2017.)

O micoparasitismo pode ocorrer direta ou indiretamente. No parasitismo fungico
indireto, um metabdlito produzido pelo parasita libera nutrientes do hospedeiro a
distancia, enquanto o contato direto com a presa € denominado micoparasitismo direto
(LATZ et al. 2018). A competigédo por nutrientes e espaco & um mecanismo antagonico
crucial utilizado por microrganismos para 0 manejo de varios fitopatdgenos (DI
FRANCESCO et al., 2016). Através deste método, a rapida habitagéo e alimentagcdo dos
nutrientes disponiveis sdo facilmente exploradas, e ocupam o espa¢o que poderia ter sido

preenchido por potenciais patogenos (ADELEKE et al. 2022).
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O género Trichoderma sp., um dos mais frequentemente relatados nessa revisao
apresentou os dois modos de antagonismo citados acima. T. asperellum foi testado contra
Rhizoctonia solani e foi relatado o controle por meio de micoparasitimo (DE FRANCA
et al. 2015). Trichoderma sp. parasitou o patdgeno Verticillium dahliae, além de também
ser verificado o mecanismo de antibiose na mesma interacdo pormovendo taxa de
controle maior que 50% (LEON-TTACCA et al. 2019). O micoparasitismo também foi
identificado em outro estudo com T. asperellum, T. atroviride, T. harzianum testados
contra Sclerotinia sclerotiorum cujo a taxa de controle foi maior que 50% (SMITH et al.
2013). O mecanismo de competicao foi relatado para T. viride contra os fitopatdgenos P.
palmivora, M. roreri, A. flavus, F. solani com taxas de controle maior que 50%
(VILLAMIZAR-GALLARDO et al 2017).

Os sideroforos sdo produzidos por bactérias e sdo definidos como pequenas moléculas
peptidicas que contém cadeias laterais e grupos funcionais que podem fornecer um
conjunto de alta afinidade para coordenar ions de ferro (GOLONKA et al. 2019). Os
sideroforos sao classificados em quatro tipos: carboxilatos, hidroxamatos, catolato fenato
e piridoxinas. Quando as bactérias produzem sideréforos em um meio, elas deslocam e
inibem fitopatdgenos no hospedeiro, limitando sua germinacao de esporos e crescimento
micelial (CORDOVA-ALBORES, 2016). Na Amazonia, da Cunha Ferreira et al. 2021
relatou esta atividade para Bacillus sp. contra Phytopythium sp. (CUNHA-FERREIRA et
al. 2021).

4. Fonte/Local dos microrganismos controladores

O guarana (Paullinia cupana Kunth. var. sorbilis (Mart.) Ducke), pertencente a
familia Sapindaceae, € uma espécie nativa de florestas tropicais. Seus frutos sdo famosos
por sua propriedade estimulante e medicinal (SCHIMPL 2013) e tem sido utilizado
como matéria-prima na industria farmacéutica e inddstrias cosméticas no Brasil € no
mundo (PATRICK et al. 2019). Neste estudo, os fitopatdgenos mais relatados para P.
cupana foram Colletotrichum sp. e Fusarium sp. (Tabela 1, Figura 3). E os
microrganismos endofiticos relatados e testados foram Fusarium sp., Pestalotiopsis sp.,
Microdochium sp., C. siamense, S. griseocarneus, Pantoea anthophila, Burkholderia
cenocepacia, Enterobacter sp., Paenibacillus sp., Cryphonectria parasitica, Bacillus

sp. e B. thurigiensis.
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Theobroma cacao L. (Malvaceae) é uma espécie vegetal com seu centro de origem
encontrado nas florestas Umidas da América do Sul; seus gréos e derivados sdo 0 insumo
bésico para chocolate, cosméticos e para industria farmacéutica (ZHANG & MO
TILAL, 2016). No entanto, existem quatro doencas principais que limitam a producao
global de cacau, incluindo podridao parda (causada por Phytophthora spp.), Moniliase
(M. roreri), vassoura-de-bruxa (M. perniciosa) (BAILEY & MEINHARDT, 2016) e
morte subita de plantas de T. cacao causada por Verticillium dahliae Kleb que limita a
producdo em Uganda, Brasil e Colémbia (RESENDE, FLOOD E COOPER, 1994). Para
este trabalho foram relatados os patégenos M. perniciosa, M. roreri, Verticillium
dahliae, Fusarium solani, Aspergillus flavus e Phytophora palmivora. Os
microrganismos endofiticos com potencial de biocontrole isolados deste hospedeiro
foram: Pestalotiopsis sp. Curvularia sp. Tolypocladium sp.  Fusarium sp.,

Botryosphaeria quercum, Trichoderma sp e T. viride.

O acaizeiro Euterpe precatoria Mart. pertence a familia Arecaceae e é uma espécie
de palmeira neotropical de subcopa, nativa de uma regido que se estende da América
Central ao norte da América do Sul (HENDERSON 1995). A polpa possui uma enorme
qualidade nutricional (YUYAMA et al. 2011), sendo consumida de diferentes formas,
como sucos, cremes, smoothies, picolés, licores e vinhos (ALMEIDA 2018). Na
Amazonia, so foram relatados testes para 0 combate ao fitopatdgeno C. gloeosporioides
(PETERS et al. 2020). Os microrganismos endofiticos com potencial de biocontrole
isolados de E. precatoria foram Ramichloridium sp., C. rosea, P. sclerotiorum, P.
paxilli e Hypoxylon monticulosum.

Acmella ciliata (HBK) Cass, comumente conhecida como planta 'dor de dente’, é uma
erva medicinalmente importante (JANSEN 1985) nativa da América do Sul
(PANYADEE; INTA, 2022). Isolados de A. ciliata das classes Coelomycetes, Bacilli e
Gammaproteobacteria aforam testados contra C. gloerosporioides e F. decemllulare
(ORTIZ-OJEDA; ANDRADE, 2020).

Hevea brasiliensis (Willd.) Muell. -Arg., também conhecida como a seringueira
do Par4, é a principal fonte comercial para a produgéo de borracha natural (RAHMAN
et al. 2013). Para esta espécie sdo relatados os fitopatdgenos C. gloriosporioides

causador da antracnose (GASPAROTTO 2003) e Microcyclus ulei causador da queima-
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das-folhas (VILLARRAGA et al. 2017). Neste estudo isolado de Streptomyces sp.
foram avaliados como agentes de biocontrole.

Os organismos da rizosfera que tém sido bem estudados por seus efeitos benéficos
no crescimento e na salde das plantas sdo as bactérias fixadoras de nitrogénio, fungos
micorrizicos, rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR),
microrganismos de biocontrole, fungos micoparasitéarios e protozoarios (MENDES et al.
2013). Isolados de Trichoderma sp. foram coletados de solos rizosféricos no Brasil e no
Peru e testados contra R. solani e M. roreri (DE FRANCA et al. 2015; LEIVA et al.
2020). Bactérias também foram isoladas do solo rizosférico, especificamente do arroz,
onde Streptomyces sp. foi testada com C. gloriosporioides e foi observado a presenca de
compostos volateis (VILLARRAGA et sl. 2017). No solo Amaz6nico, foram obtidos
alguns isolados também de Streptomyces sp., Pseudomonas putida, P. asplenii,além de
alguns isolados ndo identificados (CANIATO et al. 2020; DOS REIS et al. 2019;
VICENTINI et al. 2022).

5. Conclusao

Microrganismos produzem uma grande fonte de metabdlitos que podem ser
utilizados para diversos fins na agricultura. Entre eles, o controle biol6gico é uma
alternativa aos fungicidas quimicos sintéticos. O género de fungo mais utilizado para
controle biolégico na Amazonia foi Trichoderma sp. e de bactéria foi Bacillus sp. Os
fitopatdgenos mais combatidos foram Fusarium sp., Corynespora cassiicola,
Colletotrichum sp. e Rhizoctonia solani. Os hospedeiros de microrganismos
controladores mais relatados foram Paullinia cupana, Theobroma cacao e Hevea
brasiliensis. Os microrganismos testados apresentaram altas taxas de controle e
variedades de mecanismos como competicdo e antagonismo e compostos enzimaticos e
volateis em condigdes in vitro e in vivo. Esse levantamento contribui para novos estudos
e buscas por novos agentes controladores na Amazonia que possui alta biodiversidade, e,

portanto, com potencial para novos achados.
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Abstract: Moniliophthora perniciosa is a basidiomycete fungus that has multiple hosts.
In this report, we found M. perniciosa isolates on unidentified wood debris in Chandless
State Park-Acre. In order to identify their hosts, the fungi were characterized micro and
macro-morphological, in addition to having been molecularly identified in two DNA
regions (ITS and LSU). The results, when searched in a database and compared with other
studies, proved that both isolates belong to the species M. perniciosa and to the host H.

acutifolia, thus constituting the first report of the occurrence of this biotype in the region.
Keywords

H-byotipe, host; Theobroma cacao, Witches' broom

INTRODUCTION

Moniliophthora perniciosa belongs to the order Agaricales and the family
Marasmiaceae (Stahel, 1915). Several biotypes were delimited for M. perniciosa based
on the adaptation in different hosts (LISBOA et al., 2020). C-Biotype infects members of
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the Malvaceae family (Evans, 1977, 1981); the S-biotype infects members of the
Solanaceae family (Bastos & Evans, 1985; Evans & Barreto, 1996; Rincones et al., 2006);
the L-biotype is found in association with members of the Bignoniaceae family (Evans,
1977, 1978; Griffith & Hedger, 1994a); B-biotype infects Bixa orellana, a member of the
Bixaceae (Bastos & Anderbrhan, 1986). Additionaly, there is a non-pathogenic biotype
isolated from Allophylus edulis (Sapindaceae), setting up a new host family record
(Lisboa et al. 2020).

First report of M. perniciosa infecting the Malpighiaceae family was in the
Brazilian Amazon in the host Mascagnia cf. sepium (H-biotype), which showed broom
symptoms and subsequently was pathogenic for cacao seedlings, inducing typical
symptoms such as development of swollen stems and lateral branching (Bastos et al.,
1998). In Minas Gerais (Brazil), M. perniciosa basidiospores from brooms of
Heteropterys acutifolia were inoculated into cacao seedlings (cultivars Catongo and
Theobroma) and induced the development of witches' broom symptoms in both cultivars
(Resende et al., 2000). Recently, also in Minas Gerais, M. perniciosa was found on a
woody vine from H. acutifolia (Lisboa et al., 2020).

This is the first report of M. perniciosa from H. acutifolia collected in the State of
Acre. Therefore, the aim of this study was to expand knowledge about the geographic
distribution of the species and its hosts, in addition to presenting photographs of the
collected material, as well as a description of macro and microscopic characteristics and

molecular characterization.
Materials and methods

1. Collection Location

The fungi were collected from unidentified wood debris in Chandless State Park
(Parque Estadual Chandless- PEC); wich is located in the center-south of the state of Acre
(9°55°07°°S 70°09°27°°W). This Park is an Integral Protection Conservation Unit (IPCU)
with 695,303 ha, which also cover part of the municipalities of Sena Madureira and Santa
Rosa do Purus (ACRE 2010).

Chandless State Park is the largest conservation unit of the state, and its location

is part of the border between Brazil and Peru, with an open rainforest as dominant
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vegetation (Mielke et al. 2010). The local climate at PEC is hot and humid, with an
average temperature above 18°C (Acre 2010).

2. Molecular identification and alignments

DNA extraction was performed from the basidiomata using the method of Doyle
e Doyle (1987). The quality of DNA extractions was checked by 1% agarose gel
electrophoresis and quantification was performed using NanoDrop (Thermo Scientific).
Sequences were obtained from three loci: ribosomal internal transcribed spacer (ITS) and
ribosomal large  subunit (LSU). The sets of primers ITS1 (5
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3)
(WHITE et al., 1990); LROR (GTACCC GCTGAACTTAAGC) (Rehner & Samuels,
1994) e LR5 (TCCTGAGGGAAA CTTCG) (Vilgalys & Hester, 1990) were used for
amplification and sequencing for ITS and LSU regions. Amplification was performed in
a 50 pL reaction, which included 2 uL DNA template (1-20 ng), 0.4 uM of each primer,
1.5 mM MgCI2, 0.2 uM dNTPs, 5 uL of Taq buffer, and 1.25 U Taqg DNA polymerase
(Ludwig). The PCR amplification was performed on a cycler PCR machine (Bio-Rad)
with the initial denaturation at 95 °C for 2 mins, followed by 35 cycles of amplification
(95 °C for 30 sec, 55 °C for 30 sec and 72 °C for 1 min) and an extension step of 72 °C
for 7 mins. The PCR products were purified using the QIAquick PCR Purification Kit
(Qiagen) and quantified in 2% agarose gel. Forward and reverse sequencing reactions
were carried out on a 7330xI DNA Analyzer (Applied Biosystems).

The nucleotide sequences were edited using the Chromas software
(http://www.technelysium.com.au/chromas.html). All the sequences were checked

manually, and nucleotides with ambiguous positions were edited manually. The
consensus sequences were assembled using the Bioedit software (Hall et al., 2011). New
sequences generated in the present study were deposited in the NCBI-GenBank database
and sequences obtained from other study were retrieved from the NCBI-GenBank
database (Table 1). Multiple alignments were produced with the Clustal W 1.7 using
MEGA 11 (Tamura et al., 2021). The PEC11 and PECT1 sequences were compared with
isolates sequences from Heteropterys acutifolia, Liana, unidentified wood debris and

Theobroma cacao using two DNA regions (ITS and LSU).
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Table 1: GenBank accession numbers of DNA sequences of Moniliophthora perniciosa used in

the alignments analysis.

M. perniciosa GenBank accession number*
isolates Locality in Brazil Host ITS LSU
PEC11 Chandless State Park - AC  Unknown host OP937176 OP937981
PECT1 Chandless State Park - AC ~ Unknown host OP937177 OP937982
COAD2614  Itumirim - MG Heteropterys acutifolia MK785156 MK785252
COAD2615  Itumirim - MG Heteropterys acutifolia MK785157 MK785253

RWB1267 Itumirim - MG Heteropterys acutifolia MK785161 -

COAD2598  Vicosa- MG Liana MK785140 MK785236
COAD2606  Vigosa - MG Liana (Bignoniaceae) MK785148 MK785244
COAD2608  Vicosa- MG Unknown host MK785150 MK785246
COAD2609  Vicosa- MG Unknown host MK785151 MK785247
COAD2610  Vigosa - MG Unknown host MK785152 MK785248
COAD2616  Linhares - ES Theobroma cacao MK785158 MK785254

*GenBank accession numbers: OP937176, OP937177, OP937981 and OP937982 are sequences of this
study; the other are of study Lisboa et al. (2020)

3. Morphological characterization

Basidiomata were photographed in situ and removed from the substrate with the
aid of a penknife and packed in a paper bag for later laboratory analysis. The basidiomata
were examined macro-morphological (pileus shape, colour and diameter; stipe colour and

size; lamellae colour).

For microscopic analysis, small portions of the hymenium were sectioned
freehand with a steel blade and the glass slide was mounted with 3% potassium hydroxide
(KOH) and 1% phloxine dye. Spores were visualized and measured using TCapture
software (NOVEL BM2100 microscope with 16megapixel TUCSEN DIGIRETINA
camera). The measurements carried out were the width and length of the spore and
cheilocystidia. At least 20 individual structures of basidiospores and cheilocystidia were
examined and measured. The material studied is deposited at the Botanical Laboratory
(LABEV) at the Federal University of Acre.

Results and discussion

In the present study the fungi were found in unidentified wood debris located in
an area of primary forest in the Chandless State Park in Acre. Sequences for the two
Moniliophthora isolates were generated with the size of the amplified regions ranging

from 697 to 705 (ITS) and 744 (LSU) base pairs (bp). A highly similar sequences match
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search done using Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) on the National Center
for Biotechnology Information (NCBI) database indicated that the Moniliophthora
isolates were M. perniciosa (Table 2). Based on ITS locus, PEC11 and PECT1 shared
99.15 and 100% identity with M. perniciosa isolated from Heteropterys acutifolia,
collected in Minas Gerais-Brazil, respectively (Lisboa et al., 2020). The LSU sequences
revealed that the fungi found in Acre, PEC11 and PECT1, shared 100% and 99.8%
identity respectively with M. perniciosa isolated from unidentified wood debris, also
collected in Minas Gerais-Brazil (Table 2) (Lisboa et al., 2020).

Table 2: Maximum nucleotide identity match for Moniliophthora perniciosa isolates (PEC11 and
PECT1) based on ITS and LSU sequences using BLAST analysis.

Fungin® Loci Closest match in GenBank Identity Isolate/host™*

PEC11  ITS  Moniliophthora perniciosa (MK785161) 99159  RVWB1267/Heteropterys acutifolia
PECT1 ITS  Moniliophthora perniciosa (MK785161)  100% RWB1267/ Heteropterys acutifolia
PEC11  LSU  Moniliophthora perniciosa (MK785248) 1009,  COAD2610/ unidentified wood debris
PECT1 LSU  Moniliophthora perniciosa (MK785248) g9 gy,  COAD2610/unidentified wood debris

*M. perniciosa isolates and their hosts (Lisboa et al., 2020)

To further determine the similarity between these fungi, the sequences containing
ITS and LSU regions were compared using ClustalW (Figure 1 and 2). Alignment of
nucleotide based on ITS sequences showed genetic proximity between PEC11 and
PECT1 with M. perniciosa isolated from H. acutifolia (Figure 1). In contrast, the results
using LSU sequences were not informatives, as there was no difference between the
isolates from H. acutifolia, unidentified wood debris and PEC11/PECT1 (Figure 2).
Based on morphological and molecular data, M. perniciosa isolated from H. acutifolia
was originally described as Crinipellis brasiliensis (Arruda et al., 2005). This fungus was
recovered from H. acutifolia collected in Minas Gerais-Brazil. However, another study
with phylogenetic analysis showed that C. brasiliensis is extremely similar to M.
perniciosa, recombining this fungus into M. brasiliensis (Niveiro et al., 2020).
Nevertheless, Lisboa et al. (2020) recovered three isolates (COAD2614, COAD2615 and
RWB1267) from H. acutifolia in Minas Gerais-Brazil and the phylogenetic analysis,
based on three concatenated gene regions (ITS, RPB1 and LSU), revealed that all these

isolates of H. acutifolia belong to M. perniciosa.

Morphologically, PEC11 and PECT1 were easily classified in
Marasmiaceae Singer’s system (Singer 1976). The PEC11 basidiomata were similar to

M. perniciosa isolated from H. acutifolia described by Lisboa et al. (2020). Pileus 13 mm
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diam x 1mm height, pink center and clear margins pale, convex, with depressed center;
rough surface, striate furrowed, membranous consistency; margin irregular. This fungus
had lamellae free, wide apart, with lamellulae (1-3 lamellulae), membranose, concolor to
pileus; stipe 7-8 x 1 mm, central, cylindrical, slender, fragile, wine color with the apex
concolor to the lamellag, rigid texture, smooth surface; no ring, volva and basal mycelium.
The basidiospores size ranged from 9-11 x 5-6 um, ellipsoids, hyalines, lisos, with
slightly thickened walls. Cheilocystidia had 22-34 x 5-6-8 um, clavate, hyaline, thin-
walled (Figure 1. a, b e c) (Table 3).

Figure 1: DNA alignment of the ITS region sequences of Moniliophthora perniciosa isolated from
Heteropterys acutifolia, Liana, unidentified wood debris and Theobroma cacao. Black frames indicate
variations in the DNA sequences of isolates from H. acutifolia of other hosts (Liana, unidentified wood
debris and Theobroma cacao). The numbers in parentheses represent the reference numbers of the M.

perniciosa isolates.
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Unlike PEC11, the pileus color of the fungus PECT1 was different of M.
perniciosa isolated from H. acutifolia found in Minas Gerais-Brazil (Lisboa et al., 2020).
The fungus PECT1 showed pileus 6-10-20 mm diam x 1mm height, pale cream, plano-

convex, with umboned center; rough surface, striate furrowed, membranous consistency;
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margin irregular. Lamellae are subdecurrent, wide apart, with lamellulae (3-5 lamellulae),
membranose, concolor to pileus. Stipe 5-6-9 x 1 mm, central, cylindrical, equal, fragile,
brownish, with the apex concolor to the lamellae, rigid texture, ribbed surface; no ring,
volva and basal mycelium. The basidiospores size ranged from 9-11 x 5-6 um, ellipsoids,
hyalines, lisos, with slightly thickened walls. Cheilocystidia had 24-30 x 6-9 um, clavate,
hyaline, thin-walled (Figure 3. d, e e f) (Table 3).

Figure 2: DNA alignment of the LSU region sequences of Moniliophthora perniciosa isolated from
Heteropterys acutifolia, Liana, unidentified wood debris and Theobroma cacao. The numbers in

parentheses represent the reference numbers of the M. perniciosa isolates.
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The cheilocystidia shape has also been used to classify M. perniciosa isolates from
H. acutifolia. Arruda et al. (2005) described that the isolates from H. acutifolia produced
lageniform cheilocystidia. However, Lisboa et al. (2020) affirmed that the isolates from
H. acutifolia produced clavate to pyriform cheilocystidia. Similarly, in the current study
PEC11 and PECTL1 produced clavate cheilocystidia. Thus, based on morphological
characteristics combined with molecular analyzes and according to the data showed by
Lisboa et al. (2020), it is suggested that the PEC11 basidiomata belong to M. perniciosa
isolated from H. acutifolia (biotype H). Additionally, the results found for the PECT1
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fungus also indicate that it belongs to the H biotype (H. acutifolia). Nevertheless, the

cream color of the pileus this fungus is different from others M. perniciosa isolates, which

usually have different shades of crimson. Thus, further studies are needed to expand

knowledge on the geographical distribution of M. perniciosa hosts.

Figura 3. Moniliophthora perniciosa isolates (H-byotipe) on Heteropterys acutifolia. a) Basidioma from
M. perniciosa (PEC 11). b) Basidiospores ellipiticals and apiculate. ¢) Cheylocystidia clavate. d)
Basidiomatas from M. perniciosa (PEC T1). e) Basidiospores ellipiticals and apiculate. f) Cheylocystidia
clavate. Scale bar:aed=1cm.-b,c,eef=6 pm.

Table 3. Morphology of Moniliophthora isolates associated with Heteropterys acutifolia
collected in Chandless State Park.

Characteristics

Host

Unidentified wood debris

Host

Unidentified wood debris

Code Isolate

Morphology of
cheilocystidia

Basidiospores shape
and size (um)

Pileo shape, colour
and diameter (mm)

Stipe colour and size
(mm)

Lamellae colour and
size (mm)

PECT1
Clavate

Eliptical, apiculate/ 9-11 x 5-
6 um

Convex, with umboned
center/ pale cream/ 0.6-2.0
(1.0)

Brownish/ apex concolor
with lamellae/ 6-9 mm

Cream/ 0.5-1.0 (0.7)

PEC 11
Clavate

Eliptical, apiculate/ 9-11 x 5-
6 um

Convex, with depressed
center / pink center and
clear margins/ 1.3

Crimson with the apex
concolor with the lamellae /
7 mm

Light pink/ 0.4-0.6 (0.5)
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CAPITULO I11

AVALIACAO DO ANTAGONISMO E PROMOCAO DE
CRESCIMENTO DE FUNGOS ENDOFITICOS CONTRA
MONILIOPHTORA PERNICIOSA EM CUPUACUZEIRO

RESUMO

O uso indiscriminado de defensivos agricolas e o aumento populacional tem
demandado novas préticas para tratamentos de doencas em culturas, de maneira mais
sustentavel e segura. Moniliophthora perniciosa é considerado o principal problema
encontrado pelos produtores de cupuagu. Os micro-organimos tem potencial para
proporcionar beneficios as plantas, como controlar os patégenos por meio da competicao
de nutrientes, com a producdo de toxinas prejudiciais aos patdgenos, diminuindo
suscetibilidade a doencas. O presente trabalho investiga um potencial fungo antagonista
a M. perniciosa, a fim de entender seus mecanismos de ac¢do contra o patégeno. Mudas
de cupuacu mantidas em casa de vegetacdo foram inoculadas com trés potenciais
antagonistas e com o patégeno. Ao surgirem os sintomas as mudas foram avaliadas
quanto a altura, numero de folhas, peso seco da biomassa da raiz e parte aérea, além do
teor de clorofila foliar. Os resultados foram positivos para os tratamentos com
Cunninghamella blaskeleeana e Trichoderma tawa que apresentaram as maiores médias
para as varaveis citadas acima além de ndo manifestarem a doenca. A partir das analises
de RNA-seq espera-se entender melhor sobre 0os mecanismos ativados nessas interacdes
fungo-planta-patégeno.

Palavras-chave:

Controle bioldgico; Teor de clorofila; Cupuacu

ABSTRACT

The indiscriminate use of pesticides and population growth has demanded new practices
for treating diseases in crops, in a more sustainable and safe way. Moniliophthora
perniciosa is considered the main problem faced by cupuacu producers. Microorganisms
have the potential to provide benefits to plants, such as controlling pathogens through
competition for nutrients, producing toxins to pathogens, checking susceptibility to
diseases. The present work investigates a potential antagonist fungus to M. perniciosa, in
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order to understand its action switches against the pathogen. Cupuacu seedlings
maintained in a greenhouse were inoculated with three potential antagonists and the
pathogen. When symptoms appeared, seedlings were evaluated for height, number of
leaves, dry weight of root and shoot biomass, in addition to leaf chlorophyll content. The
results were positive for treatments with Cunninghamella blaskeleeana and Trichoderma
tawa, which showed the highest averages for the variables mentioned above, in addition
to not manifesting the disease. Based on the RNA-seq analyses, it is expected to better

understand the buttons activated in that quiet fungus-plant-pathogen.
Key words:

Biological control; Chlorophyll content; cupuagu

1. INTRODUCAO

O uso de fungicidas para 0 manejo de doencas ocasionadas por patdgenos na
agricultura é uma prética fundamental para garantir a seguranca alimentar mundial.
Entretanto, essa medida de controle gera impactos negativos ao meio ambiente, a satde
humana e animal. Além do mais, a contaminacdo excessiva do solo pelos defensivos
agricolas gera o desequilibrio da microbiota, fazendo com que microrganismos
fitopatogénicos desenvolvam mecanismos de resisténcia a esses COmpostos
(BACMAGA; WYSZKOWSKA; KUCHARSKI, 2019; ROILIDES; I0SIFIDIS, 2019;
ZUBROD et al., 2019).

Devido ao uso indiscriminado dos defensivos agricolas, somado ao aumento
populacional demandando o cultivo cada vez mais intensivo de produtos alimenticios,
atualmente ha uma necessidade ambiental pelo desenvolvimento de préaticas sustentaveis
que garantam a seguranca alimentar global (SOUZA et al 2010). A populacdo mundial
atualmente tem exigido produtos livres de agroquimicos, e somado ao alto
custo e danos ecologicos associados a esses produtos quimicos, alternativas devem ser
consideradas, entre elas otem-se o controle bioldgico (GABARDO et al. 2020,
AGUIRRE-GUITRON et al., 2019, DE SILVA et al., 2019), o qual caracteriza-se pelo
uso de microrganismos antagonistas aos fitopatdogenos. Os fungos endofiticos por
pertencerem ao mesmo habitat dos patdgenos, tornam-se potenciais agentes de
biocontrole (HUANG et al. 2020).

Microrganismos endofiticos sdo fungos e bactérias que vivem de maneira

assintomatica e simbidtica no interior das plantas (KUSARI et al., 2014; RAHMAN et
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al., 2017, FERREIRA et al., 2018). Esses microrganismos podem proporcionar muitos
beneficios as plantas (LACAVA E AZEVEDO, 2014; ELJOUNAIDI, LEE, BAE, 2016),
como o controlar os patdgenos por meio da (competi¢do de nutrientes, com a producao
de toxinas prejudiciais aos patogenos (HAZARIKA et al., 2019, PUJADE-RENAUD et
al., 2019), diminuindo suscetibilidade a doencas (BUSBY et al. 2016; CHRISTIAN et al.
2019; COMPANT et al. 2005). Além disso, também podem aumentar a resisténcia a
fatores abiGticos (MARQUEZ et al. 2007; RODRIGUEZ et al. 2008, LATA et al., 2018),
moldar perfis fitoquimicos (KUSARI et al. 2012; PANACCIONE et al. 2014), mediar a
expressao de caracteristicas funcionais da planta (HARRISON E GRIFFIN, 2020), e
promover crescimento das plantas (BAMISILE et al., 2018).

Durante aproximadamente 30 anos de cultivo de cupuagu na Amazonia brasileira, tem
se obtido bons resultados apesar de haver algumas dificuldades, como doencas fungicas,
que interferem no desenvolvimento em larga escala das plantaces de cupuacu (ALVES
et al. 2010; ALVES et al 2013). Nesse contexto, o fungo Moniliophthora perniciosa
(Stahel) Singer, agente causador da vassoura-de-bruxa, & considerado o principal
problema encontrado pelos produtores de cupuacu (FERRRAZ et al. 2022). Essa doenca
tem gerado perdas significativas na produtividade em plantios comerciais, consorciados
ou individuais de cupuacu (ALVES; RESENDE, 2008).

Moniliophthora perniciosa afeta principalmente as regibes meristeméticas das
folhas, caules, flores e frutos, causando hipertrofia dos 6rgaos de interesse. A infeccédo
das almofadas florais resulta em um aumento de seu tamanho durante a fase inicial de
secagem. Em frutos jovens, a infeccdo promove a formacdo anormal e interrompe o
crescimento e mumificacdo dos frutos, que ndo atingem a maturidade e permanecem
aderidos a planta (ALVES; RESENDE, 2009). Quando a infeccdo ocorre mais tarde
durante o desenvolvimento do fruto, a maturacdo pode ser completa; no entanto, a polpa
e as sementes podem ser comprometidas (ALVES; RESENDE, 2009).

O RNA-seq (sequenciamento de nova geracdo NGS) € uma alternativa para
sequenciar 0 transcriptoma inteiro de um organismo e para caracterizacao,
especificamente para caracterizar e quantificar suas expressées génicas (MORTAZAVI
et al., 2008; WANG et al., 2009). Com vantagens de alto rendimento, alta velocidade e
alta sensibilidade, 0 RNA-seq é reconhecido como uma ferramenta poderosa para estudar
perfis transcricionais de varios organismos, incluindo os patégenos fungicos (BRUNO et
al., 2010; GUIDA et al., 2011; ZHAO et al., 2013; GERIN et al.,2016). Esta técnica tem
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sido relatada para superar a limitacfes de ambos os microarrays e métodos classicos
baseados em sequéncia que sdo construidos sobre o fundo de sequenciamento Sanger e
para eficientemente melhorar a previsdo do modelo genético e identificar novos genes ou
roteiros (WANG et al., 2009; TRAPNELL et al., 2010; GAN et al., 2011).

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho € selecionar fungo antagonista a M.
perniciosa em cupuaguzeiro e analisar o perfil transcricional dessa interagcdo para

entender 0os mecanismos envolvidos e validar genes para o biocontrole do fitopatdgeno.

2. MATERIAL E METODOS

O screening para selecionar fungos antagonistas a M. perniciosa em plantulas de
cupuagu foi realizado no trabalho “Avaliagdo de fungos endofiticos no controle da
vassoura-de-bruxa em cupuaguzeiro” (SOUZA et al. 2021). Nessa pesquisa, as analises
de antagonismos foram realizadas in vitro e em plantulas de cupuacu.

A partir desse estudo os trés melhores antagonistas foram selecionados para serem
testados novamente e confirmar a capacidade de controlar a vassoura-de-bruxa em
cupuacuzeiro. Os fungos endofiticos que controlaram a doencga foram: Trichoderma tawa
(isolado T156), Clonostachys rosea (isolado T243) e Cunninghamella blakesleeana
(isolado T229).

Reativacao dos fungos endofiticos

Os trés fungos endofiticos isolados de Theobroma grandiflorum e antagonistas a
M. perniciosa (Trichoderma tawa, Clonostachys rosea e Cunninghamella blakesleeana)
foram reativados e, para isso, foram inoculados em meio de cultura BDA (batata-
dextrose-agar) e meio aveia (aveia e agar) e mantido a 28°C por 10 dias (Figuras 1 a, b e
c). Esses fungos fazem parte da colecdo bioldgica pertencente ao laboratorio de

microbiologia da Universidade federal do Acre.
Coleta dos basidiosporos de M. perniciosa

Os basidiomas foram coletados de vassouras secas de cupuaguzeiro (vassoureiro
montado em ambiente natural — debaixo de seringueiras, proximo ao pargque zoobotanico
da UFAC) (Figura 2. A.). Os basidiomas coletados tiveram o pileo fixado em placa de
Petri utilizando vaselina sélida, de modo que as lamelas do basidioma ficaram voltadas
para baixo. A placa de Petri foi posicionada de modo a permitir que os basidiosporos

caissem dentro de um bécker contendo 2 ml de uma solugéo de glicerol 16% (FRIAS,
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1995). As concentracdes de esporos foram determinadas utilizando a cAmara de Neubauer
(Figura 2. B e c.) e concentragdes acima de 10° esporos/ml foram armazenadas em tubos
criogénicos e guardadas em nitrogénio (N2 liquido para a preservacao dos esporos.

Figura 1. Fungos endofiticos antagonistas a Moniliophthora perniciosa. a)
Trichoderma tawa crescido em meio BDA. B) Clonostachys rosea crescido em meio

BDA c) Cunninghamella blakesleeana crescido em meio Aveia.

Figura 2. Coleta de basidiéporos de M. perniciosa. a) Basidioma de M. perniciosa em

galhos secos infectados. Basididsporos de M. perniciosa em camara de Neubauer vistos

com microscopio optico. B) lente objetiva de 4X e c) lente objetiva de 40X.
Teste de antagonismo in vivo
Material bioldgico

O experimento em casa de vegetacdo foi realizado na Horta da UFAC. As
sementes de cupuagu (genotipo susceptivel) foram obtidas por meio de doag&o através da
Associacdo dos Pequenos Agrossilvicultores e Cooperativa Agropecuaria e Florestal
(RECA-Rondbnia). Apos retiradas dos frutos e separadas das polpas, as sementes foram
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desinfestadas em uma solucédo de hipoclorito de sédio 1% (v/v) por 1 min e lavadas por
2 min em agua destilada. E, seguida, as sementes foram semeadas em bandejas de
polietileno, cobertas com serragem autoclavada e mantidas em casa de vegetacdo com
fotoperiodo de 10 h de luz e 14 h de escuro, e médias de temperaturas de 32 + 2°C durante
o diae 25 * 2°C durante a noite. Apds um més, as plantulas foram transferidas para vasos
de 3 L contendo uma mistura de solo, e NPK, a qual foi autoclavada e mantidas em casa

de vegetacdo como descrito anteriormente.
Inoculacéo do patogeno e endofiticos

A inoculacdo dos endofiticos foi realizada em plantulas de aproximadamente 2
meses de idade. Para cada endofitico foi feita uma suspensdo de aproximadamente 1 x
108 esporos/mL (contendo Tween 20 a 0,01%). Para obter a suspensdo de esporos dos
fungos endofiticos, foi adicionada agua destilada em cada placa contendo fungo crescido
em meio BDA ou Aveia, sendo o contetido da placa foi misturado e despejado em bécker.
Em seguida, a quantificagéo foi realizada utilizando camara de Nebauer, e a solucéo foi
ajustada de acordo com a quantidade de conidios. As suspensdes dos fungos endofiticos
foram pulverizadas sobre as folhas das plantulas (Figura 3. A, b, ¢). Durante 24 horas
apos a inoculacdo, a umidade relativa foi mantida proximo a 100%, para favorecer a
germinacao dos esporos, utilizando sacos plasticos (HOYQOS, 2008).

Figura 3. Solugdes contendo esporos de isolados de a) Trichoderma tawa., b)
Clonostachys rosea ¢) Cunninghamella blakesleeana.

Passados 14 dias ap6s a inoculagdo dos trés fungos endofiticos, o processo foi
repetido com os trés fungos biocontroladores utilizando 0 mesmo processo de preparo das

solugdes citado acima. Moniliophthora perniciosa foi inoculado nas plantulas ap6s 15
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dias passados da primeira inoculacdo de endofitifcos. As solucBGes anteriormente
conservadas em nitrogénio liquido foram descongeladas e ajustadas utilizando a cAmara
de Neubauer, de modo que a concentracio estivesse a 5 x 10° basidiosporos/ml, e em
seguida foi adicionado Tween 20 a 0,01%. Depois de ajustada, 30 pL da suspensao foi
inoculado no meristema apical de cada plantula (Figura 4. A) (NUNES et al. 1996).
Durante 24 horas ap6s a inoculacao, a umidade relativa foi mantida proximo a 100%, para
favorecer a germinacdo dos esporos, utilizando sacos plasticos (Figura 4. B) Apés a
inoculagdo do patdgeno as mudas foram transferidas para estufas cobertas com plastico
para favorecer a umidade e o possivel desenvolvimento de sintomas (Figura 4.b).

O experimento em casa de vegetacdo foi instalado no delineamento inteiramente
casualizado, com 3 repeticfes, uma para cada fungo utilizando parcelas de 12 plantas
cada. Assim, temos as seguintes repeticdes: 24 plantas mudas para T. tawa, 24 para C.
rosea e 24 para C. blakesleeana onde 12 plantas de cada repeticdo irdo receber o

patogeno. Para o controle positivo e negativo ha 6 plantas dentro de cada tratamentos.

Figura 4. Inoculagdo do patdgeno. A) Suspensdo de 30 L contendo basididsporos de M.
perniciosa inoculados no meristema apical de plantula de T. grandiflorum. b) Sacos
plasticos colocados em cada muda apo6s a inoculagdo do patogeno a fim de manter a
umidade.

Avaliacdo da doenca

A incidéncia da doenca sera avaliada nas plantulas aos 30, 45 e 60 dias,
estabelecendo notas, e no fim do experimento o patégeno foi isolado novamente. Além

disso, os endofiticos também serdo isolados novamente. O experimento em casa de
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vegetacdo foi instalado no delineamento inteiramente casualizado, com 3 repeti¢Ges para
cada fungo endofitico, utilizando parcelas de 10 plantas cada. Para estimar o0s
componentes de variancia e verificar se a interacdo do inodculo (hospedeiro x patdgeno)

foi significativa, o seguinte modelo de equacéo foi usado:
DI = indice da doenca calculado pela seguinte formula:

DI =TB + AB (0.5CVT) + NAB
Onde:

TB é 0 nimero de vassouras terminais; AB é o nimero de vassouras axilares; CVT
€ o comprimento da vassoura terminal e NAB é o niUmero de vassouras axilares maior
que 1 cm (GRAMACHO et al, 2016).

Teor de clorofila e carotenoides

Para determinacdo dos teores de clorofilas e carotenoides, 50 mg de uma folha de
cada tratamento foi retirada e cortada em pequenos fragmentos, em seguida foram
colocadas em tubos de ensaio protegidos da luz (envolvidos com papel aluminio)
contendo 7 mL de acetona 80%. Os tubos foram colocados em geladeira a 4 °C por 48h
para extracdo dos pigmentos. Posteriormente, a acetona com 0s pigmentos extraidos foi
levada ao espectrofotémetro para leitura da absorbancia nos comprimentos de onda 663
nm, 647 nm e 470 nm. De posse das leituras observadas nos respectivos comprimentos
de ondas determinou-se de acordo com as equagdes de Lichtenthaler e Wellburn (1983):
Clorofilatotal = (17,3 x A647 + 7,18 x A663); Clorofilaa = (12,21 x A663 - 2,81 X A647);
Clorofila b = (20,13 x A647 - 5,03 x A663) e Carotenoides = (1000 x A470 - 3,27 X
[clorofila a] - 104 x [clorofila b]) / 229). Os resultados foram obtidos em mg/L e

posteriormente transformados para mg/g de massa fresca.

Promocéao de crescimento

Para investigar a promog¢édo de crescimento, os individuos tiveram suas alturas
medidas utilizando fita métrica a partir da superficie do substrato, e 0 nimero de folhas
maduras foi contabilizado com excecédo de foliolos. Os numeros foram planilhados para
posterior analise estatistica

Para o peso da biomassa seca, os tecidos das plantas, foram lavados

cuidadosamente com um enxague suave em agua corrente até que todas as particulas de
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solo aderentes fossem removidas (ARSLAN et al. 2014). A parte aérea e as raizes das
plantas foram separadas e acondicionadas em sacos de papel e entdo permaneceram em
estufa de termocirculacéo forgada a 45°C por 72 horas (DA SILVA SANTOS et al. 2022).
O material foi pesado em balanca de precisdo e os dados foram analisados
estatisticamente.

Para comparar os tratamentos entre si, a analise de variancia (ANOVA) foi
realizada para determinar se houve um efeito significativo dos endofiticos em cada

tratamento.

Reisolamento de fungos endofiticos

Amostras de folhas de T. grandilforum inoculadas neste experimento contendo
apenas o endofitico e o endofitico e o patdgeno foram lavadas com uma esponja e
detergente em &gua corrente para remover residuos solidos e microrganismos epifitos. O
material foi manuseado em camara de fluxo laminar para desinfec¢do de superficie com
imersdo em 70% etanol (1 min), hipoclorito de sédio 2% (3 min), e lavagem em agua
destilada (1 min) 2 vezes. O material vegetal desinfetado foi cortado em fragmentos de 5
mm em didmetro e inoculado em placa de Petri contendo meio de cultura Batata-
Dextrose-Agar (BDA) previamente esterilizado em autoclave por 20 minutos e
suplementado com antibidtico cloranfenicol (100 mg. L-1 para suprimir o crescimento
bacteriano) (DINIZ et al. 2021).

Colénias de fungos com caracteristicas distintas segundo observacgdes
macroscopicas (cor e caracteristicas de crescimento em meio de cultura) foram
purificados pela técnica de estrias por deplecdo em placas de Petri com meio de cultura
BDA e incubadas por 48 h. Ap6s a pureza das coldnias foi confirmado, os fungos foram
inoculados em tubos com meio BDA (ARAUJO et al., 2010), e conservados em agua
destilada (CASTELLANI, 1963) e 6leo mineral (BUELL; WESTON, 1947).

Extracdo do RNA total

O RNA seré extraido de acordo com Azevedo et al. (2003). As amostras foram
coletadas ap6s 120 dias apos a inoculagdo do patdgeno, mediante estabelecimento de
diferengas aparentes entre os tratamentos. Para a extragdo do RNA seréo coletados uma
porc¢édo de aproximadamente 100 gramas do meristema apical.
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As amostras serdo maceradas em nitrogénio, utilizando almofariz e pistilo até
formar um pé fino. Em um tubo de 50 mL sera adicionado 15 mL do tampdo de extracao
adicionando 2% (p/v) PVPP e 2% (v/v) 2-mercaptoetanol. Serd ainda adicionado
proteinase K (10 mg/mL) para uma concentracdo final de 1,5 mg / mL. Em seguida o
tampéo de extracdo sera incubado por 10 min a 42 °C.

Ap0s a incubacdo sera adicionado 1,3 g de tecido congelado moido ao tampéo de
extracdo e posteriormente misturado vigorosamente em vortex. Essa mistura contendo o
tampédo de extracdo e o tecido moido sera incubada por 90 min a 42°C. Prosseguindo,
sera extraido adicionando 1 vol de cloroférmio-alcool isoamilico (24: 1 [v / v]). Apds
isso, seré agitado no vortex e centrifugado a 15.000 g por 15 min a 4°C para separar as
fases. A fase aquosa superior serd transferida para outro tubo, e a extragdo com
cloroférmio-alcool isoamilico sera repetida e centrifugada nas mesmas condicdes. A fase
superior sera recuperada e adicionada 1/4 vol de 10 M LiCl. Em seguida, sera
armazenada em 4°C permitindo precipitacdo durante a noite.

ApoGs a precipitagdo, sera centrifugado a 15.000 g por 25 minutos a 4°C. O
sobrenadante serd descartado. O pellet devera ser lavado em 2 mL de 2 M LiCl e
centrifugado a 15.000 g por 25 min em 4°C. O sobrenadante sera descartado e o pellet
serd dissolvido em 100-200 gL de tratamento com dgua DEPC.

A concentracdo e a pureza do RNA serdo determinadas neste estagio. Se o RNA
estiver contaminado por polissacarideos, a amostra de RNA sera incubada a 65° C por 10
min e imediatamente transferida para 4°C por 10 min. Posteriormente, sera centrifugada
a 18.000 g por 15 min a 4°c e suavemente recuperada a solugdo de RNA, que deve ser

armazenada imediatamente a 80°C.
Construcéo das bibliotecas de cDNA

Para cada amostra, sera utilizado 5 pug de RNA total para construir a biblioteca de
cDNA. As bibliotecas serdo construidas usando o kit 'TruSeq RNA Sample Prep v2 Low
Throughput (LT)', conforme descrito nas instrugdes do fabricante (lllumina). As
bibliotecas serdo sequenciadas no modo paired-end (250 pares de bases) utilizando o

sistema lllumina (HiScanSQ).
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Verificacdo da qualidade das leituras geradas (reads), alinhamento de reads e

montagem dos transcritos

A qualidade dos conjuntos de reads gerados no sequenciamento serd feita usando
o0 software FastQC v. 0.11.7 (ANDREWS, 2010). Em seguida, os adaptadores utilizados
na construcdo das bibliotecas de cDNA e reads de baixa qualidade (Q < 20) e de tamanho
muito reduzido (< 40 pb) serdo removidos, utilizando a ferramenta Trimmomatic v. 0.36
(http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic) (BOLGER et al. 2014). Os reads
restantes, qualidade equivalente Phred20, serdo utilizados no mapeamento e na montagem
dos transcriptomas.

Os programas Bowtie2 V2.1.0 (LANGMEAD et al. 2012) e BWA (LI &
DURBIN, 2009) serdo utilizados para o alinhamento das reads contra 0s respectivos
genomas de referéncia. Apesar do genoma do cupuaguzeiro, Theobroma grandiflorum,
ndo estar disponivel, essa espécie é filogeneticamente proxima ao cacaueiro, T. cacao,
que possui 0 genoma sequenciado (ARGOUT et al. 2011), o qual sera utilizado como
genoma de referéncia. Em relacdo ao genoma do fungo antagonista, a escolha sera
baseada na identificacdo molecular da espécie, utilizando-se o genoma de linhagens ou
espécies proximas que tenham o genoma sequenciado. Na auséncia de um genoma de
referéncia, as analises serdo baseadas apenas no RNAseq das plantulas na presenca do
antagonista. Reads de RNAseq ndo-mapeadas serdo selecionadas e montadas em novos
transcritos usando o programa de montagem de novo Trinity v.2.4.0 (GRABHERR et al.
2011).

Identificacéo e anotacao dos genes diferencialmente expressos (DEGS)

Para normalizar, quantificar e identificar os DEGs serdo utilizados 2 pacotes
estatisticos (DESeqg2, Robinson et al., 2010). Serdo considerados DEGs 0s transcritos
apresentando log2 fold change >=0.5 ou log2 fold change <= -0.5 com g-valor de 0.01
como correcdo para multiplos testes. Anotacdo funcional relacionada a processo
bioldgico, funcdo molecular e componente celular seré realizada utilizando BLAST2GO
3.1.3 (CONESA et al. 2008). O banco de dados do KEGG também sera usado para
relacionar os DEGs a vias metabdlicas usando o anotador automatico disponivel no
servidor KAAS (MORIYA et al. 2007).
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3. RESULTADOS

Apds 2 meses de semeadura, as mudas de cupuaguzeiro foram inoculadas com a
solucdo de fungos endofiticos, onde apo6s a inoculagdo as plantas ficaram 24 horas
cobertas com sacos plasticos para manter a umidade. Passados 15 dias, o patdgeno M.
perniciosa também foi inoculado em uma quantidade de 30 pl da solugdo contendo 5x10°
de esporos no meristema de cada muda dos tratamentos correspondentes. Apos a
inoculacéo, as mudas foram cobertas 24 horas com sacos plasticos para manter a umidade.

Os tratamentos ficaram em casa de vegetacdo aberta distribuidas em trés mesas
(figura 1.a) . As mesas estavam cobertas com sacos plasticos simulando um tipo de estufa
(Figura 1. b), onde as plantas permaneceram por 3 meses, até aparecer oS primeiros
sintomas no controle positivo para a avalia¢do do controle da doenca. Durante os 3 meses,

alguns individuos do controle positivo manifestaram a doenca (Figura 1. c)

Figura 1. Mudas de cupuaguzeiro em estufa. a) angulo de dentro da estufa. b. viséo geral
da estufa. ¢) Muda de cupuacguzeiro pertencente ao controle positivo (inoculada apenas
com patdgeno) com sintomas da doenca vassoura-de-bruxa.

Controle da doenca e promogao de crescimento

Entre os tratamentos testados houve diferengas significativas quanto a promocao
de crescimento (Figura 2. a e b). Os fungos C. blaskeleeana (T229) e T. tawa (T156)
quando nas repeti¢Bes apenas com os respectivos endofiticos apresentaram maiores teores
de clorofila, aumento de altura e peso seco da biomassa com relagcdo aos controles
positivos e negativos. Além disso, ndo houve quaisquer manifestacfes de sintomas da
doenca nos individuos inoculados também com os patogenos. O tratamento em que foi

aplicado o fungo endofitico C. rosea, ndo apresentou diferencas significativas quanto a
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altura. Neste tratamento também houve aparicéo de individuos com sintomas sinalizando
menor controle da doenca.

Embora que nos tratamentos com C. blaskeleeana e T. tawa as repeti¢des tratadas
apenas com endofiticos tenham apresentado individuos com as maiores alturas, a média
do tratamento com C. blaskeleeana nédo diferiu a 5% de significancia. A repeticdo com
C. rosea da mesma forma, nédo diferiu significativamente entre as repeti¢des (Figura 02.
¢, d e e). O tratamento contendo T. tawa apresentou a repeticdo E com maior média entre
as demais (Figura 2. d).

Em relacdo as quantidades de folhas por individuos nos trés tratamentos houve
média maior nas repeticbes apenas com endofiticos (Figura 02. f, g e h). As repeticdes
contendo endofitico + patégeno (E+P) e o controle positivo (C+) apresentaram médias
semelhantes a repeti¢cdo com apenas o endofitico. O controle negativo apresentou a média

mais baixa dentre as repeticdes (Figura 02. f, g e h).
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Figura 2. A) Promogdo de crescimento por Cuninghamella blaskeleeana e b) T. tawa. Individuos
representantes dos tratamentos E+P (endofitico e patdgeno), E (apenas endofitico), C+ (apenas

patégeno) e C- (apenas agua); media de alturas em centimetros das repeticbes com c¢) C.
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blaskeleeana, d) T. tawa e e) C. rosea; média do nimero de folhas das repeti¢des com f) C.

blaskeleeana, g) T. tawa e h) C. rosea.
Peso seco da biomassa da parte aérea e raiz (Q)

O efeito dos fungos endofiticos no peso da biomassa seca apresentou média
relevante apenas no tratamento com T. tawa no peso seco da parte aérea, onde a média da
repeticdo apenas com endofitico diferiu estatisticamente (p<0,05) (Figura 4. b). Nas
outras repeticdes nos trés tratamentos é possivel visualizar que as repeti¢cGes E e E+P
apresentaram médias maiores que outras repeticGes no peso seco da parte aérea e da raiz

(Figura 3. a, ¢, d, e e f) porém elas ndo diferiram estatisticamente.
Teor de clorofila e carotenoides

O efeito da presenca dos fungos endofiticos e resultado da interacdo apresentou
resultados estatisticamente diferentes (p < 0,05) nos tratamentos com C. blaskeleeana
(T229) e T. tawa (T156). Nestes tratamentos, o teor de clorofila total foi maior nas

repeticGes apenas com os endofiticos do que na do controle (Figura 3. a e b).

As repeticdes contendo C. blaskeleeana e T. tawa apresentaram o teor de clorofila a maior
para as mudas tratadas apenas com os endofiticos. Destas, C. blaskeleeana (T229)
apresentou a maior taxa sendo de 0,010 mg por g de massa fresca, enquanto T. tawa
apresentou 0, 009 mg por cm? (Figura 3. d e €). Na repeticdo contendo o fungo C. rosea
houve um padrdo interessante onde o teor de clorofila a foi maior no tratamento C-,
seguido de E e E +P que apresentaram as médias estatisticamente iguais, e por ultimo o
tratamento C+ apresentando a menor média (Figura 3. f).

Os teores de Clorofila B apresentaram taxas maiores nas repeticdes contendo os
endofiticos C. blaskeleeana e T. tawa, sendo que nas repeti¢es contendo C. blaskeleeana
a média do tratamento E+P foi semelhante & do tratamento E e na repeti¢do contendo T.
tawa o tratamento E+P apresentou média semelhante ao controle negativo (C-). As
médias do teor de clorofila B na repeti¢do contendo C. rosea ndo foram significativas e,
portanto, ndo diferiram estatisticamente.

Os teores de clorofila b apresentaram taxas maiores nas repetigdes contendo
apenas os endofiticos C. blaskeleeana e T. tawa. As médias das demais repeticdes ndo
diferiram significativamente. O tratamento com C. rosea ndo apresentou médias

diferentes entre as repeti¢des (Figura 3. g, h e i).
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O teor de carotenoides apresentou média significante na repeticio com C.
blaskeleeana 2, 40 mg/g, sendo que o tratamento E + P apresentou média semelhante. O
tratamento controle negativo e positivo ficaram dentro do mesmo grupo estatistico. O
tratamento T. tawa elevou a producdo de carotenoides na repeticdo E (1,25 mg/g) cuja
média foi parecida com a das repeticdes C- e com E+P, sendo estas Ultimos semelhantes
também ao tratamento C+ (Figura 4. a e b). As médias do teor de carotenoides na

repeticdo contendo C. rosea ndo foram significativas e, portanto, ndo diferiram

estatisticamente (Figura 5. c).
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Reisolamento dos fungos endofiticos

Apds o processo de isolamento e incubacéo dos fungos endofiticos isolados das
folhas, foram realizadas algumas purificacbes até obtermos coldnias livres de
contaminacgdo. ldentificamos coldnias semelhantes a de T. tawa e a do patégeno M.
perniciosa (Figura 6. a e b). Posteriormente, serdo realizadas extracdes de DNA a fim de

confirmar a identidades desses individuos.

Figura 6. Fungos reisolados das folhas de cupuaguzeiro. a) Provavel colénia de M. perniciosa.
b) Provavel col6nia de T. tawa.

Extracéo de RNA

Seguindo os métodos descritos acima foram realizadas extragBes de RNA em
amostras de plantas para testagem do método e da técnica. E obtemos os seguintes
resultados (Tabela 1):

Tabela 1. Concentracdo e razdo 260/280 de amostras de RNA extraidas de

cupuacguzeiro (T. grandiflorum).

Amostra Concentracdo Razéo 260/280
Amostra 1 186 ng/ ul 1,86
Amostra 2 93 ng/ wl 1,65

Amostra 3 127 ng/ pl 2,05
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4. DISCUSSAO

Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum. é uma éarvore frutifera
originaria da floresta amazonica, pertencente a familia Malvaceae (KUHN et al. 2010).
Conhecido como cupuacu no Brasil, T. grandiflorum foi disperso e domesticado pelas
populacbes nativas da Amazonia, assim como outras arvores frutiferas de interesse
(CLEMENT 1999). A cultura do cupuacu é afetada pela doenga vassoura-de-bruxa
(VBD) (ALVES; RESENDE 2008) causada por Moniliophthora perniciosa, um
basidiomiceto hemibiotréfico (AIME; PHILLIPS-MORA 2005).

A VDB é o principal fator limitante para a producao de cupuagu, assim como para
a cacauicultura no Brasil (LOPES et al. 2011). Diferentes estratégias de controle foram
descritas na literatura cientifica para reduzir os efeitos dessa doenca no cupuagu e no
cacau, entre as quais se destacam a producéo de enzimas liticas por fungos e bactérias e
o0 melhoramento genético de variedades (CUERVO-PARRA et al. 2011). A busca de
microrganismos antagonistas para o controle biolégico de patégenos em cultivos de
importancia econémica tem despertado interesse devido a suas potencialidades e a
gravidade dos impactos ecoldgicos causados pela constante e crescente aplicacdo de
agroquimicos nos agroecosistemas (ACEBO et al., 2012; SUAREZ; ALBA, 2013).

Cunninghamella € um género de fungo pertencente & familia Cunninghamellaceae
que pode ser encontrado no solo, material vegetal e animal, queijo e castanha do Para
(NGUYEN et al.,, 2017). Membros do género sdo conhecidos pela atividade
biotransformadora de farmacos antidepressivos, do metabdlito ativo desloratadina
(MOODY et al. 1999; KEERTHANA,; VIDYAVATHI, 2018). Alguns autores relatam
que C. blaskeleeana pode ser usado como um modelo de metabolismo de drogas em
mamiferos (LIU et al. 2002).

Apesar de ainda ndo haver registros de atividade antagonica para fitopatdégenos e
promotora de crescimento, alguns autores demostram a atividade de C. blaskeleeana
frente a fungos e bactérias patogénicas. Alasmary et al. 2020 verificou a atividade de C.
blaskeleeana contra Staphylococcus aureus, Penicillium expansum e Salmonella
typhimurium identificando a producao de &cido estearico, acido oleico e acido palmitrico.
Outra espécie do género, Cunninghamella elegans, foi capaz de biotransformar o

composto piretrosina em novos metabdlitos ativos contra Candida albicans (IC50 = 10—
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30 ug. mL—1) (GALAL, 2001). C. ellegans associados a NPKF promoveu melhores
caracteristicas para tomateiros inoculados com a bactéria Ralstonia solanacearum
inidicando que o fungo pode ser utilizado como alternativa para fertilizantes
convencionais, especialmente indutores de resisténcia para controle bacteriano
(WAGNER et al. 2017).

O género Trichoderma abrange fungos filamentosos, saprofiticos, avirulentos e
simbiontes vegetais oportunistas que habitam principalmente o solo. Os individuos do
género empregam mecanismos diretos de biocontrole que atuam sobre patdégenos, como
micoparasitismo, producdo de compostos antimicrobianos (antibiose), competicdo por
espaco e nutrientes, e enzimas liticas; e mecanismos indiretos, que fortalecem as plantas,
como indugdo de resisténcia sistémica, competéncia da rizosfera e promocdo do
crescimento (SOOD 2020; CONTRERAS-CARNEJO et al. 2016).

Um estudo com Trichoderma harzianum demonstrou que esta espécie através da
producdo de acido nandico (AN), possui atividade inibitoria in vitro sobre o crescimento
micelial e germinacgéo de esporos tanto para M. perniciosa quanto para M. roreri (ANEJA
et al. 2005). Ainda, neste estudo foi verificada a eficacia do AN produzido porT.
harzianum, em baixas concentra¢des, em comparacdo com o uso de fungicidas comerciais
como azoxistrobina e propiconazol, que podem inibir o crescimento em 47% e 75%
em M. roreri e M. perniciosa, respectivamente, até concentracdes de 1 uM (ANEJA et
al. 2005).

Em um estudo desenvolvido por Bailey et al. (2008), 50 isolados de Trichoderma
sp. foram avaliados para descobrir sua capacidade de produzir metabdlitos
antimicrobianos que atuam tanto em M. roreri quanto em M. perniciosa. Os endofitos
com grande potencial de biocontrole foram: T. stromaticum, T. hamatumeT.
asperellum. T. stromaticum apresenta atividade micoparasitaria em M. perniciosa, pelo
fato de colonizar o tecido necrotico e impedir a producdo de basidiocarpos através da
atividade hidrolitica de proteinas secretadas no meio (LOPES et al. 2009).T.
hamatum e T. asperellum indicam uma alta eficicia, porque induzem uma resposta de
resisténcia no cacaueiro a doencas (BAILEY et al. 2008; GALARZA et al. 2015).

Um isolado de Trichoderma harzianum testado contra M. perniciosa apresentou
taxas quanto ao potencial antagonista, potencial de germinacéo de esporos e potencial de

esporulacdo em placa satisfatorios, configurando-o como um candidato promissor para
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futuras pesquisas e producio em massa para o controle biol6gico da VDB (SIMOES et
al. 2012).

Entre os tratamentos, aquele cujo foi inoculado com T. tawa foi 0 que apresentou
diferenca significativa na altura (cm) e no numero de folhas. Sabe-se que membros do
género Trichoderma tém efeitos benéficos sobre as plantas, promovendo seu crescimento
e melhorando sua resisténcia a patégenos (YU et al. 2021). A promogéo do crescimento
das plantas proporcionada por Trichoderma € atribuida & valorizagcdo da biomassa das
raizes, ha uma maior mobilizacdo e absorcdo de nutrientes aumentando a taxa de
fotossintese na planta (HARMAN 2006), o que foi visualizado neste trabalho para altura,
teores de clorofila e peso seco da biomassa da parte aérea (Figuras 2. d e g; 3. b, d; 4. b,
e, h).

O fungo filamentoso C. rosea (Link: Fr.) Schroers, Samuels, Seifert & W. Gams,
comb. nov. (SCHROERS et al., 1999) pode viver como micoparasita necrotrofico,
matando outros fungos e alimentando-se de tecidos mortos, quanto como saprotréfico ao
digerir material orgénico no solo e como colonizador benéfico de raizes de plantas
(RAVNSKOV et al., 2006; KARLSSON et al., 2015). A cepa 1K726 de C. rosea é
conhecida por controlar eficazmente uma ampla gama de fungos patdgenos de plantas e
nematdides parasitas de plantas (JENSEN et al., 2000, 2004, 2016; COTA et al., 2008;
IQBAL etal., 2018).

No presente estudo, alguns individuos do tratamento contendo C. rosea acabaram
manifestando sintomas da VDB. E as médias da promocdo de crescimento diferiram
significativamente apenas referente ao nimero de folhas. A causa pode ser atribuida
inoculacdo irregular que aconteceu neste tratamento, onde que C. rosea foi inoculado
apenas uma vez enquanto os outros fungos endofiticos foram inoculados duas vezes em
tratamento, por conta na mudanca de estratégia ocorrida durante o trabalho. Além disso,
o tratamento que recbeu C. rosea, foi inoculado com formulagdo on farm o que pode ter
causado um estresse na planta por causa da alta carga de microrganismos presentes.

Porém, um estudo realizado com M. perniciosa destacou que a espécie foi capaz
de reduzir a incidéncia de M. perniciosa em até 70% em casa de vegetagdo (RUBINI et
al. 2005). Em outro estudo também para avaliar o controle de Clonostachys sp. parao M.
perniciosa demonstrou que a taxa de controle foi de aproximadamente 50% (OLIVEIRA;
ASSIS; LEAL, 2014).
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C. rosea também reduziu a incidéncia de lesdes em vagens de cacau causadas por
M. roreri in vivo em 10% (MEJIA et al. 2008). Em outro estudo realizado em fazendas
abandonadas de cacau, C. rosea G-4 foi ineficaz contra moniliase, VDB e a podridao
parda e quando aplicado sozinho na plantacdo (KRAUSS; SOBERANIS, 2002).

A fotossintese é o processo fisioldgico mais essencial para o crescimento das plantas
e o teor de clorofila é usado como um indicador desse processo (SAYYAD-AMIN et al.
2016). Os pigmentos fotossintéticos sdo importantes marcadores de estresse (KALAJI et
al.). A clorofilaaé o principal pigmento fotossintético, enquanto a clorofilab e os
carotendides sdo pigmentos acessorios que protegem os fotossistemas de danos
fotobioldgicos (KITAJIMA; HOGAN 2003; DOMINGUEZ et al. 2016).

Neste estudo os teores de clorofila total e clorofila a nas repeti¢6es contendo os fungos
endofiticos C. blaskeleeana e T. tawa foram significativamente mais alta que os controles.
N&o ha registros de outros experimentos com C. blaskeleeana e seu efeito na teor de
pigmentos fotossintéticos em cupuaguzeiro ou em outra cultura. Um estudo com
Cunninghamella bertholletiae inoculado em Solanum lycorpesicum mostrou gque a agédo
do fungo aumentou os teores de clorofila, carotenoides, glicose, frutose e sacarose e
reduzindo o perdéxido de hidrogénio, proteinas, metabolismo lipidico, aminoé&cidos,
atividades antioxidantes e acido abscisico (KAZEROONI et al. 2022)

Os achados de nosso estudo séo validados ao observar o efeito de Trichoderma
sp. sob a espécie mais proxima do cupuaguzeiro, T. cacao. Mudas de cacau inoculadas
com T. asperellum apresentaram taxa de clorofila significativamente alta em comparacgéo
com os controles (TCHAMENI, et al 2017; ROSMANA et al. 2016).

Raffiudin et al. 2020, verificou o crescimento de mudas de cacau com aplicagéo
de diversas composic¢des de serragens enriquecida com 4 g de Trichoderma sp. e obteve
resultados semelhantes onde, no tratamento com a proporc¢do de 1:2 serragem-esterco
obteve melhores resultados em diversas varidveis, entre elas o indice de clorofila e
quantidades de clorofila a, b e clorofila total. Da mesma forma, outro estudo com cacau
demonstrou que a aplicacdo de T. breve no ecoétipo de cacau nativo de aroma fino
apresentou o maior indice de clorofila aos 75 dias ap6s o plantio, assim como uma
porcentagem de colonizagdo nos pelos radiculares de 66,67%, influéncias positivas para
altura da planta, numero de folhas e indice de clorofila (CHAVEZ et al. 2022).
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Sabe-se que o desenvolvimento de pigmentos fotossintéticos nas plantas é
influenciado pela presenca de Trichoderma sp. que aumenta a matéria organica do solo e
minerais essenciais, como nitrogénio, potéssio, fésforo e magnésio, o que estimula
(SOFY et al., 2021b; MARTINEZ-MEDINA et al. 2011). Estes resultados sugerem que
a promocédo do crescimento por Trichoderma sp. esta estritamente relacionada com a

producéo de pigmentos fotossintéticos.

As repeticdes dos tratamentos contendo apenas os endofiticos C. blaskeleeana e
T. tawa também apresentaram maiores valores do teor de carotenoides. Os carotenoides
(chamados pigmentos acessorios) sdo capazes dissipar 0 excesso de energia, ou seja,
quanto maiores 0s teores destes pigmentos, menor serd o estresse, sabendo que esses
pigmentos sdo indicadores da suscetibilidade da planta a intensidade da luz, podendo
amenizar esse processo através da dissipacdo do excesso de energia luminosa (TAIZ;
ZEIGER, 2017).

Apesar dos efeitos de C. rosea sobre o teor de clorofila néo ficar claro neste estudo
héa relatos de que contribuiu para o aumento dos teores de clorofila para outras culturas
como em Shadmani et a. 2021 onde o teor de clorofila foi maior nas plantas de cevada
(Hordeum vulgare) infectadas com os fungos endofiticos (p < 0,05) do que as plantas ndo
inoculadas sob estresse de cadmio Cd. Por outro lado, dendezeiros (Elaeis guineenses)
inoculados com C. rosea, apresentaram teores de clorofila (a e b) e carotendides
semelhantes, inclusive com os controles (GOH et al. 2020). Novos experimentos sdo

necessarios para afirmar o efeito de C. rosea nos teores de clorofila do cupuaguzeiro.

5. CONCLUSAO

Microrganismos endofiticos sdo grandes fontes de compostos e mecanismos de
interacdo onde beneficiam a si proprio, e seu hospedeiro conferindo-lhe resisténcia e
maior absorc¢do de nutrientes. Como ja relatado em outros estudos o género Trichoderma
sp.tem forte potencial antagonista e promotor de crescimento, e seus beneficios ja vem
sendo utilizados ao redor do mundo na manutencdo de culturas. O género
Cunninghamella sp., apesar de ser muito examinado quanto a seus metabdlitos, pouco se
tem estudos sobre a interagcdo com outro microrganismo in vitro ou in vivo. Nesse estudo,

além de relatarmos o primeiro experimento com C. blaskeleeana no controle bioldgico
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de fitopatdgenos em plantas, demonstramos que ele possui potencial para proximas

pesquisas envolvendo controle bioldgico.

6. CONCLUSOES GERAIS

A especie M. perniciosa possui um nicho e distribuicdo geografica ampla e quem
sabe, ainda desconhecida. O primeiro relato de M. perniciosa em H. acutifolia foi descrito
no estado do Acre, abrindo possibilidades de que provavelmente outros bi6tipos ocorram

em nossa regido.

Os microrganismos endofiticos sdo uma fonte promissora de compostos, metabdlitos
e mecanismos de inibicdo de outro individuo. Esse potencial tem sido cada vez mais
observado e utilizado ao redor do mundo. Na Amazoénia, um dos biomas mais diversos,
0s géneros mais testados foram Trichorderma sp. e Bacillus sp. demonstrando a eficacia
e multiacdo desses individuos. Os hospedeiros mais utilizados foram P. cupana, T. cacao
e H. brasiliensis sugerindo a urgéncia de alternativas de controle e manutencdo para

espécies comerciais.

A utilizagdo de microrganismos endofiticos € uma alternativa mais sustentavel, barata
e, principalmente, eficaz de manutencao e controle de doencas. Nos estudos ja realizados,
é possivel verificar o efeito positivo desses individuos na promogdo de crescimento em
diversas varidveis, que podem ser utilizadas para diversos fins, desde comprovar a
eficacia do microrganismo a medir a produtividade de uma cultura. Nosso estudo é
pioneiro utilizando e C. blaskeleeana no controle biolégico de fungos patogénicos em
plantas, além disso, obtemos resultados promissores. Novos estudos sdo necessarios para
avaliar essa interacdo, a fim de obter um microrganismo eficiente e aplicavel de fato nas

culturas para controle biologico da vassoura-de-bruxa no cupuaguzeiro.
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