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RESUMO

A simbiose entre fungos endofiticos e plantas destaca-se por conferir beneficios ao hospedeiro.
Esses microrganismos produzem compostos bioativos com potencial para controlar fitopatdgenos
e promover o crescimento vegetal. O agaizeiro solteiro € uma palmeira bastante apreciada pela sua
polpa, e a alta demanda pelo produto incentivou a implantacéo de areas cultivadas da espécie. Em
contrapartida, houve o aumento da incidéncia de doencas, dentre elas a antracnose. Fungos
endofiticos, que controlam doencas e promovem o crescimento das plantas, surgem como uma
solucdo eficaz de controle bioldgico. Assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o potencial de
fungos endofiticos no controle da antracnose em Euterpe precatoria Mart. e na promocéao do
crescimento de plantas de acaizeiro. Inicialmente, foi realizada a caracterizagdo dos fungos
endofiticos quanto a resisténcia a fatores abioticos, producéo de enzimas extracelulares, e producéao
de agentes solubilizadores de fosfato e acido cianidrico. Além disso, foi avaliada a atividade
antagoénica e de promocdo de crescimento em mudas de acai-solteiro. O fungo Clonostachys rosea
(2.5627) foi o mais resistente nas condi¢des extremas de temperatura. Por outro lado, o fungo
Penicillium paxilli (2.5079) foi 0 mais resistente a radiacao ultravioleta. A celulase foi a enzima
mais evidente por ser produzida pela maioria dos fungos. Somente P. sclerotiorum (2.4946)
solubilizou fosfato, e nenhum isolado fungico produziu acido cianidrico. O fungo endofitico P.
paxilli (2.5079) diminuiu a severidade da doenca (85,21%) e promoveu o crescimento de mudas de
acaizeiro solteiro. Com isso, P. paxilli (2.5079) se mostrou um promissor agente de biocontrole e
promotor de crescimento vegetal.

Palavras-chave: Amazénia. Arecaceae. Acai-solteiro. Controle bioldgico. Promocao de
crescimento vegetal.



ABSTRACT

The symbiosis between endophytic fungi and plants stands out for conferring benefits to the host. These
microorganisms produce bioactive compounds with the potential to control phytopathogens and promote
plant growth. The agai palm is highly appreciated for its pulp, and the high demand for the product has
encouraged the implementation of cultivated areas of the species. Conversely, there has been an increase
in the incidence of diseases, including anthracnose. Endophytic fungi, which control diseases and
promote plant growth, emerge as an effective solution for biological control. Thus, the objective of this
research was to evaluate the potential of endophytic fungi in controlling anthracnose in Euterpe
precatoria Mart. and promoting the growth of acai palm plants. Initially, the characterization of
endophytic fungi was performed regarding resistance to abiotic factors, production of extracellular
enzymes, and production of phosphate-solubilizing and cyanide acid-solubilizing agents. In addition,
antagonistic activity and growth promotion in acai palm seedlings were evaluated. The strain
Clonostachys rosea (2.5627) was the most resistant under extreme temperature conditions. Conversely,
the fungus Penicillium paxilli (2.5079) was the most resistant to ultraviolet radiation. Cellulase was the
most evident enzyme as it was produced by the majority of fungi. Only P. sclerotiorum (2.4946)
solubilized phosphate, and no strain produced cyanide acid. The endophytic fungus P. paxilli (2.5079)
decreased disease severity (85.21%) and promoted the growth of acai palm seedlings. Thus, P. paxilli
(2.5079) proved to be a promising agent for biocontrol and plant growth promotion.

Keywords: Amazon. Arecaceae. Agai. Biological control. Promotion of plant growth.
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1. INTRODUCAO

No contexto global da agricultura, culturas enfrentam perdas significativas na
produtividade decorrente da acdo de pragas e doencas (Romeralo et al., 2015; Romanazzi
et al., 2016). Doencas fungicas de plantas representam ameaca a seguranca alimentar e
diminuem a produtividade das culturas (Arasu et al., 2023). Aproximadamente 80% das
doencas agricolas que causam danos significativos as culturas e resultam em perdas
econdmicas sdo atribuidas a fungos, que sédo os fitopatdgenos mais frequentes e amplamente
distribuidos (Jaswal et al., 2020).

Uma estratégia crucial para o controle dessas doencas envolve o uso de fungicidas
quimicos, que, no entanto, tém impactos negativos no meio ambiente e na saide humana
(Saeed et al., 2016). O controle bioldgico estd ganhando cada vez mais atengdo para uso
no manejo de doencas de plantas (Saeed et al., 2017; Al Raish et al., 2020). Os métodos
de biocontrole séo eficazes e seguros, reduzindo a presenca de patdgenos fungicos ou
suprimindo suas propriedades patogénicas (Arasu et al., 2023).

O uso de microrganismos como agentes de biocontrole representa uma alternativa
valida para o controle de doencas de plantas, uma vez que produzem compostos bioativos
com capacidade de inibicdo de fitopatdgenos, além de atuarem na promocao de crescimento
vegetal (Gunatilaka, 2006). Fungos endofiticos passam a totalidade ou parte de seu ciclo
de vida colonizando tecidos vegetais de forma inter e/ou intracelular sem apresentar
sintomas aparentes na planta hospedeira (Rodriguez et al., 2009; Hatamzadeh et al., 2020;
Yap et al., 2021). No setor agricola, é essencial aumentar a produtividade das culturas e
diminuir o uso de pesticidas quimicos. Com esses fatores em mente, o biocontrole se
apresenta como uma estratégia eficaz para o controle de doencas fungicas.

Euterpe precatoria Mart. € uma espécie de acai nativo, estando distribuida pela
América Central e Norte da América do Sul (Henderson et al., 2019). A polpa dos frutos
de acaizeiro é o principal produto extraido da palmeira, tendo grande valor agregado por
possuir alto valor nutricional, antioxidante e anti-inflamatério (Kang et al., 2012; Kang
et al., 2011), propriedades antiproliferativas e cardioprotetoras (Pacheco-Palencia et al.,
2009). A polpa de agai é fonte de energia, fibras alimentares, minerais, vitaminas, acidos
graxos e proteinas (Nascimento et al., 2008). Além dos beneficios a satde, a producédo da
polpa gera renda as populagdes tradicionais da regido amazénica (Lopes et al., 2019).

Antes da década de 1990, a exploragdo da polpa de acai era realizada

predominantemente via extrativismo (Peters et al., 2020). Contudo, a alta demanda pelo



17

produto tem contribuido para o desenvolvimento de novos cultivos comerciais (IBGE,
2022). Porém, a pratica da monocultura aumentou a ocorréncia de doencas na espécie. A
principal doenca que afeta mudas de acaizeiro cultivadas em viveiro é a antracnose,
causada pelo fungo hemibiotrofico Colletotrichum gloeosporioides. Ela causa danos
severos aos foliolos de E. precatoria, diminuindo drasticamente a produtividade da
cultura e causando muitas vezes a sua morte (Nogueira et al., 2018; Costa et al., 2019).

Os primeiros relatos de antracnose em agai-solteiro ocorreram em 2013, o que
ocasionou a perda de 70% das mudas (Nogueira et al., 2013). A doenca € controlada
principalmente com o uso rotacional de fungicidas quimicos sintéticos (Zhang et al., 2020).
Entretanto, os custos com a utilizacdo de produtos quimicos sdo onerosos, 0s danos
ambientais decorrentes do seu uso sdo altos e sdo prejudiciais ao ser humano e animais. Por
iSs0, outras alternativas devem ser consideradas, como o controle biologico (Aguirre-Guitron
etal., 2019). O controle biol6gico pode ser obtido por meio da utilizacao de inimigos naturais
que vao inibir ou retardar o crescimento e desenvolvimento do patdégeno causador da
doenca (Shariffah-Muzaimah et al., 2018).

Recentemente, um estudo identificou fungos endofiticos foliares de palmeiras
nativas e cultivadas de acaizeiro, antagonistas ao C. gloeosporioides (Peters et al., 2020).
Nesse estudo, o melhor antagonista nos ensaios in vitro foi o fungo Ramichloridium sp.
(2.4997). No entanto, a utilizacdo do controle do patégeno em casa de vegetacao requer
conhecimento sobre a forma de atuacdo desses microrganismos, como eles podem
influenciar a severidade da doenca e como eles podem promover o crescimento vegetal
de acaizeiro solteiro. Nesse sentido, 0 objetivo desta pesquisa foi avaliar o potencial de
fungos endofiticos no controle da antracnose em E. precatoria e na promocdo do

crescimento de plantas de acaizeiro.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Familia Arecaceae

A familia Arecaceae, comumente conhecida como a familia das palmeiras, abriga
uma diversidade de plantas com caracteristicas Unicas e ampla distribuicdo global (Souza
et al., 2020). Ela compreende cerca de 2.600 espécies agrupadas em 217 géneros, estando
distribuidas em todo o mundo, principalmente em areas tropicais e subtropicais (Emilio
etal., 2019).

Dependendo do local em que séo encontradas, as espécies de Arecaceae podem
apresentar diferentes caracteristicas morfologicas e funcionais (Balslev et al., 2016;
Emilio et al., 2019). Além disso, muitas palmeiras produzem frutos comestiveis com diferentes
texturas, formas, cores e composi¢des quimicas, e produtos que sdo derivados das espécies
(Souza et al., 2020). Como exemplos, podem ser citados o fruto da tamareira (Phoenix
dactylifera L.), o 6leo de dendé, extraido do fruto do dendezeiro (Elaeis guineensis), sendo
utilizado nas industrias alimenticia e cosmética, e o coqueiro (Cocos nucifera), muito
apreciado pela sua fruta, &gua de coco, 6leo e outros derivados (Neri-Numa et al., 2018).

A flora de palmeiras do Brasil é muito rica e exuberante, abrangendo cerca de 480
espécies nativas de ampla ocorréncia em biomas de transicdo entre a Amaz6nia, o Cerrado
e a Caatinga (Barreto et al., 2019). Curiosamente, o pais foi originalmente chamado de
“Pindorama”, cujo significado ¢ a “terra de muitas palmeiras” na lingua tupi-guarani
(Souza et al., 2020). Para os povos indigenas e caboclos da Floresta Amazonica, Cerrado
e Caatinga, as palmeiras apresentam importancia socioetnobotéanica e ecoldgica, fazendo
parte da cultura dessas comunidades. Além disso, sdo utilizadas ndo somente na alimentacdo,
mas também na producéo de biocombustiveis, medicamentos, fibras e artesanato tradicional
(Neri-Numa et al., 2018; Campos et al., 2019).

Apesar dos multiplos usos que as palmeiras apresentam, 0 comércio de espécies
nativas brasileiras ndo é representativo, com excecdo de espécies como caiaué [(Elaeis
oleifera (H.B.K.) Cortés)] e acai (Euterpe oleracea Mart.) (Souza et al., 2020). A
exploracdo das espécies de palmeiras é voltada para fins paisagisticos e ornamentais
(Branddo et al., 2018). Em contrapartida, devido a fatores como valor nutricional,
caracteristicas organolépticas e composic¢éo fitoquimica, espécies como o buriti (Mauritia
flexuosa L.f.) (Nobre et al., 2018), buritirana [(Mauritiella armata (Mart.) Burret)], agai
(E. oleracea Mart.) (Marques et al., 2016) e macauba (Acrocomia aculeata) (Nunes et

al., 2018) tém atraido a atencéo de pesquisadores e do setor industrial.
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Essas palmeiras representam apenas uma pequena parcela da riqueza e diversidade
dentro da familia Arecaceae, e destacam-se por sua relevancia cultural, econdmica e
ecoldgica, demonstrando o amplo espectro de utilidades e importancia dessas plantas na

sociedade e nos ecossistemas naturais (Souza et al., 2020).

2.2.  Euterpe precatoria Mart.

Euterpe precatoria Mart.,, palmeira conhecida como "acai-do-amazonas"
(Yamaguchi et al., 2015) ou “agai-solteiro” (Aguiar e Mendonca, 2001), é uma espécie
nativa da regido amazonica, encontrada principalmente em areas de floresta Umida e
alagadica (Yamaguchi et al., 2015; Peters et al., 2020). A palmeira pertence a familia
Arecaceae e ao género Euterpe (Henderson e Galeano, 1996). Ela pode ser encontrada
em varios habitats (terrenos alagados e ndo alagados), sendo comum em areas de varzea,
mas ocorrendo também em rampas andinas ingremes a 2000 m de altitude. A palmeira é
naturalmente encontrada na regido Norte do Brasil, principalmente no Acre, Amazonas,
Rond6nia e Para, e em paises como Bolivia, Colémbia e Peru (Lopes et al., 2019).

As caracteristicas botanicas da espécie sdo bem peculiares. A copa esta arranjada
no topo do estipe e apresenta folhas regularmente espacadas, mostrando um padrdo
estrelado quando vista de cima ou de baixo, e com o diametro de copa que variade 5a7
metros na fase adulta (Ferreira et al., 2020). A espécie é monoica e suas inflorescéncias
com flores masculinas e femininas desenvolvem-se abaixo da copa, na base das bainhas
foliares tubulares, porém ndo ocorrendo autofecundacdo (Kichmeister et al., 1997). Os
cachos apresentam frutos pequenos, com diametro variando de 1,0 a 2,0 cm, e séo
esféricos e roxos escuros quando maduros (Cartaxo et al., 2020). Seu estipe € solitario,
com um anel de raizes adventicias na base.

A polpa do acai possui elevados teores de sais minerais (Santos et al., 2016),
antocianinas (Pacheco-Palencia et al., 2009) e acidos graxos (Sotero et al., 2013), e
apresenta propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias (Kang et al., 2011; Kang et al.,
2012), antiproliferativas e cardioprotetoras (Pacheco-Palencia et al., 2009). A produgéo
da polpa é uma fonte de geracdo de renda para as comunidades tradicionais da Amazonia,
contribuindo para o desenvolvimento da bioeconomia da regido (Lopes et al., 2019).

O Brasil é o principal produtor, consumidor e exportador de acgai (Boeira et al.,
2020). Sua polpa é extraida dos frutos, onde a por¢do comestivel corresponde a 17% do
peso total do fruto. Estudos fitoquimicos evidenciaram que a polpa de acai é rica em

substancias bioativas (Boeira et al., 2020), o que explica as propriedades medicinais que
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o produto apresenta. No Acre, 0 acai constitui a principal matéria prima utilizada na
producdo agroindustrial (Cartaxo et al., 2020). Cerca de 90% de toda a polpa produzida
no Estado é proveniente do extrativismo, com o municipio de Feijo ocupando o 1° lugar
em volume de producdo (Cartaxo et al., 2018).

O interesse atual dos mercados nacional e internacional pela polpa do acai tem
contribuido para o desenvolvimento de novos cultivos comerciais (Peters et al., 2020), e
os frutos da palmeira sdo considerados um dos alimentos mais populares da Amazonia
(Boeiraetal., 2020) e um dos principais produtos florestais ndo madeireiros do continente
(Brum e Souza, 2020). Em 2022, a producéo de acai alcancou o patamar de 1.699.588
toneladas, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (IBGE, 2022).

2.3. O complexo de espécies Colletotrichum gloeosporioides Penz.

Colletotrichum é um género que abriga espécies de fungos fitopatogénicos e inclui
0s agentes causais da antracnose em culturas de clima temperado e tropical (Cai et al.,
2009; Cannon et al., 2012). Pela sua importancia econdmica e cientifica, o género foi
classificado como o 8° grupo mais importante do mundo pelos fitopatologistas (Dean et
al., 2012). Até o momento, cerca de 188 espécies de Colletotrichum foram descritas e
incorporadas em filogenias moleculares (Vieira et al., 2020). Entre essas espécies, 164
foram distribuidas em 11 complexos de espécies e as 24 espécies restantes ndo foram
atribuidas a nenhum complexo (Marin-Felix et al., 2017).

Espécies do género Colletotrichum e seu teleomorfo Glomerella j& infectaram
mais de 3.400 espécies de plantas em é&reas tropicais, subtropicais e temperadas
(O’Connell et al., 2012; Vieira et al., 2017). A antracnose é caracterizada por lesGes
necroticas limitadas, muitas vezes afundadas, em folhas, caules, flores e frutos, bem como
podriddes da coroa e do caule, se expandindo e levando ao murchamento, secagem e morte
dos tecidos infectados (Hiremath et al., 1993; Waller et al. 2002, Agrios 2005). O indculo
primario € disseminado pelo vento ou pela chuva (Farr et al., 2006), e grande parte das
culturas cultivadas em todo o mundo € suscetivel ao patégeno (Weir et al., 2012).

Uma Unica espécie de Colletotrichum é capaz de infectar multiplos hospedeiros,
fazendo uso de diversas estratégias para invadir o tecido do hospedeiro, variando de
hemibiotrofia intracelular a colonizacdo intramural subcuticular necrotrofica (Gautam,
2014). Uma série de estruturas de infecgdo especificas sdo apresentadas pelo patdgeno, o
que inclui tubo germinativo, apressérios, hifas intracelulares e hifas necrotroficas

secundarias (Gautam, 2014).
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O complexo C. gloeosporioides (Penz.) Penz. e Sacc. é conhecido por infectar
uma variedade de hospedeiros com sintomas caracteristicos (Gautam, 2014). O nome do
género foi introduzido por Corda (1831) para C. lineola, uma espécie associada a um
membro da familia Apiaceae, na Republica Tcheca. C. gloeosporioides foi relatado pela
primeira vez por Penzig (1882). A nomenclatura foi baseada na espécie Vermicularia
gloeosporioides, coletado em citrus na Itdlia (Latunde-Dada, 2001). A espécie
pertencente a familia Phyllachoraceae da divisdo Ascomycota (Gautam, 2014).

Quanto a colonizagdo, C. gloeosporioides se estabelece em areas lesionadas e
tecidos das plantas, onde desenvolve estruturas de propagacdo, como acervulos e conidios
(Hiremath et al., 1993). Os apressorios sdo as estruturas de infec¢do responsaveis pela
penetracé@o nos tecidos do hospedeiro. As manchas que se formam se alastram rapidamente
pelo tecido vegetal infectado, amolecendo conforme se expandem e exibindo cores que
vao do marrom-avermelhado ao preto (Gautam, 2014). No entanto, 0s sintomas gerados
por C. gloeosporioides variam conforme o hospedeiro vegetal. Podem surgir manchas
afundadas, encharcadas, de formato redondo a oval, com contornos regulares ou irregulares,

exibindo coloragéo que varia do vermelho-acastanhado ao preto (Purkayastha e Sen, 1975).

2.4.  Antracnose em Euterpe precatoria Mart.

A antracnose é a principal doenca que afeta as palmeiras de acaizeiro solteiro,
especialmente em mudas cultivadas em viveiro, causando danos graves aos foliolos,
levando em muitos casos a morte das plantas (Nogueira et al., 2018; Costa et al., 2019).
A produtividade da cultura é prejudicada, pois a doenca impede a producdo de energia
por meio da fotossintese, causando desequilibrio no metabolismo da planta. Desde 2013,
casos de antracnose em foliolos de acaizeiro tém sido relatados, resultando em perdas de
até 70% das plantas (Nogueira et al., 2013).

A severidade da doenca € influenciada por fatores abidticos como luz solar,
temperatura e alta umidade, além de substrato inadequado e fertilizacdo incorreta,
principalmente em viveiros (Nogueira et al., 2017). Por isso, é primordial recomendar
estratégias eficazes para reduzir a severidade e gravidade da doenca (Nogueira et al.,
2017). Os sintomas da antracnose incluem manchas nas folhas com formas irregulares,
centro em tom marrom claro e bordas escuras, podendo resultar na unido das lesoes,
secando as margens e pontas das folhas, levando eventualmente a morte da planta
(Nogueira et al., 2013; Nogueira et al., 2017).
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O controle da antracnose em agai-solteiro é realizado por meio do uso rotativo de
fungicidas (Peters et al., 2020). Entretanto, por ser uma préatica onerosa e prejudicial ao
meio ambiente, alternativas devem ser consideradas, e dentre elas destaca-se o controle
biolégico (Aguirre-Glitrén et al., 2019; Silva et al., 2019). O controle bioldgico pode ser
realizado utilizando microrganismos endofiticos que, por estarem no mesmo ambiente
dos patogenos, tornam-se potenciais agentes de controle (Arnold et al., 2003; Huang et
al., 2020). Fungos endofiticos podem controlar doengas em plantas, interagindo com os
patdgenos por meio de competicdo (Preto et al., 2017), micoparasitismo (Pujade-Renaud
et al., 2019), antibiose (Martin et al., 2015) e/ou modulando as respostas de defesa da
planta (Van Overbeek e Saikkonen, 2016).

Estudos na area de controle biolégico da antracnose em acaizeiro solteiro séo
incipientes, porém recentemente um estudo foi desenvolvido com o objetivo de identificar
fungos endofiticos foliares de palmeiras de acaizeiro nativas e cultivadas (E. precatoria),
antagonistas ao C. gloeosporioides (Peters et al., 2020). O fungo Ramichloridium sp.
(2.4997) foi o melhor antagonista ao patégeno nos ensaios in vitro. Contudo, é importante
analisar a fundo as interagdes existentes entre planta-microrganismo, pois a resposta pode
ndo ser a mesma dos ensaios in vitro, como foi observado no trabalho de Prado et al. (2023),
que avaliou o fungo Hypoxylon anthochroum (2.4996) no controle de C. gloeosporioides
em casa de vegetacdo. Ao invés de controlar o patégeno, o fungo em questdo aumentou
a severidade da doenca.

2.5.  Fungos endofiticos

As plantas s&o seres vivos holobiontes, abrigando uma diversidade de comunidades
microbianas em seus tecidos, gerando grande impacto para a sadde do hospedeiro e
para a produtividade das culturas. Por definicdo, os microrganismos endofiticos sao
seres que habitam os 6rgaos vegetais das plantas, colonizando seus tecidos internos
sem causar danos aparentes ao seu hospedeiro, estabelecendo relacfes simbidticas de
forma mutua (Petrini, 1991).

Os endofiticos sdo compostos por protistas, arqueias, actinomicetos, bactérias e
fungos, cuja associacdo pode variar de mutualismo a parasitismo, dependendo das
condi¢cdes ambientais. Os fungos endofiticos interagem com uma ampla gama de
hospedeiros vegetais, e sdo relatados em diferentes zonas climaticas e geograficas

(Peskan-Berghofer et al., 2015). Quanto aos filos mais abundantes, os fungos endofiticos
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fazem parte principalmente do filo Ascomycota (95,83%), seguido por Basidiomycota
(2,98%) e Mucoromycota (1,19%) (Yadav et al., 2022).

Os géneros Fusarium, Trichoderma, Paecilomyces, Aspergillus, Chaetomium,
Penicillium, Bipolaris, Metarhizium, Mucor, Cladosporium, Nigrospora, Piriformospora,
Verticillium, Microsphaeropsis e Gaeumannomyces Se constituem como 0S mais
dominantes (Yadav et al., 2022). Esse grupo de microrganismos entram na planta
hospedeira por meio de feridas ou aberturas naturais, colonizando um ou mais tecidos
vegetais, incluindo caules, folhas, flores, frutos e raizes.

A associacdo entre fungos endofiticos e plantas é bem intrinseca, existindo um
antagonismo equilibrado nas interagdes que supera as respostas defensivas do hospedeiro
vegetal, permitindo assim a sobrevivéncia dos endofiticos dentro de seu hospedeiro (Yan
et al., 2019). Essa simbiose também pode levar a producdo de metabolitos secundarios e
horménios vegetais, que podem promover o crescimento das plantas, e modular as
repostas ao estresse (Peskan-Berghofer et al., 2015).

A colonizagdo bem-sucedida dos fungos endofiticos na planta hospedeira pode ser
realizada por meio da modificacdo e remodelacdo da parede celular, mascaramento de
quitina, blindagem e manipula¢do da sinalizagdo de defesa do hospedeiro induzida por -
glucana e pelo aumento do Ca," no citosol. Além disso, esses microrganismos manipulam
as defesas do hospedeiro por meio da modulagdo dos hormonios vegetais.

Os fungos endofiticos tem coexistido e coevoluido com sua planta hospedeira,
proporcionando tolerancia a diversos estresses bioticos e abioticos, promovendo a
obtencdo de nutrientes e atuando na defesa contra pragas e patdgenos. Como resposta, as

plantas fornecem nutrientes e abrigo (Rai e Agarkar, 2016).

2.6.  Controle biologico de doencas de plantas

O controle bioldgico, alternativa sustentavel ao controle quimico para doengas em
culturas agricolas e florestais, estd se tornando cada vez mais popular (Shariffah-
Muzaimah et al., 2018). Em 1919, o termo “controle biologico” foi criado 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).

Essa pratica contribui diretamente para a melhoria da qualidade dos produtos,
diminuicéo da poluicdo ambiental, conservagdo dos recursos naturais e, consequentemente,

para a sustentabilidade dos agroecossistemas. O biocontrole pode ser visto como uma
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solucdo para reduzir os custos associados aos problemas fitossanitarios nas lavouras, ao
mesmo tempo em que conserva os recursos naturais (Naranjo; Ellsworth; Frisvold, 2015).

A integracdo do controle bioldgico ao campo e a pesquisa apresenta-se Como uma
alternativa sustentavel e potencialmente mais lucrativa para o produtor, em comparagéo
com o uso de agroquimicos. Isso resolve os problemas fitossanitarios das plantacoes e
proporciona melhores condigdes de cultivo (Rashad; Moussa, 2020). Nesse sistema, a doenca
nao € apenas o resultado da interacdo entre o patdgeno e o hospedeiro, mas também da
interacdo entre o patdgeno, o hospedeiro e uma série de microrganismos nao patogénicos
presentes no local da infecgdo (Solino et al. 2017).

Os agentes de biocontrole trabalham para inibir ou retardar as atividades
bioldgicas dos fitopatdgenos, seja diretamente, por meio de mecanismos proprios, ou
indiretamente, por meio de seus efeitos modificadores na fisiologia e anatomia das plantas
(Douriet-Gamez et al., 2018). Fungos antagonistas podem utilizar mecanismos distintos
de controle para suprimir doengas de plantas, seja diretamente ou indiretamente (Flint et
al., 1998). Eles podem competir com patdgenos por espaco e nutrientes, micoparasitismo,
antibiose e resisténcia sistémica (Birkenbihl et al., 2017; Latz et al., 2018).

A compreensdo profunda desses mecanismos é crucial para garantir a eficacia dos
programas de biocontrole. O sucesso na implantacdo, atividade e proliferacdo de agentes
de biocontrole fngico depende de sua adaptacdo e atuagdo no ecossistema, onde ocorre
uma ampla gama de interacGes tréficas e ndo tréficas entre espécies (Christian et al.
2019). Para os consumidores, essa forma de controle € muito mais vantajosa, pois garante
produtos de alta qualidade e livres de residuos quimicos, promovendo mais salde e
qualidade de vida (Btaszczyk et al., 2014).

Microrganismos endofiticos tém sido muito estudados nos Gltimos anos. Eles
contribuem com a adaptacdo das plantas ao estresse bidtico e abidtico, aumentando a
resisténcia a seca e a 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 fitopatogenos (Bushy et al.,
2016; Christian et al., 2019; Compant et al., 2005), e moldam perfis fitoquimicos (Kusari
et al., 2012; Panaccione et al., 2014), mediando a expressao de caracteristicas funcionais
da planta (Harrison; Griffin, 2020).

As plantas desenvolvem mecanismos adaptativos de resisténcia devido as

interacdes com esses microrganismos (Kohout et al., 2018). Entre os principais fungos
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como agentes de controle bioldgico, o género Trichoderma tem uma grande participacéo.
Eles sdo considerados antagonistas naturais de fitopatdgenos, apresentando assim um
grande potencial para o controle de doengas de plantas (Ttacca et al., 2018).

2.7.  Fungos promotores de crescimento vegetal

O uso de fungos endofiticos para estimular o crescimento de plantas tem atraido
atencdo recentemente, devido ao papel crucial que esses fungos desempenham na promocao
de crescimento vegetal, o que resulta em maior produtividade das culturas e resisténcia a
estresses bidticos e abidticos (Domka et al., 2019; Suebrasri et al., 2020). Esses
microrganismos exibem a capacidade de colonizar os tecidos internos das plantas sem
causar sintomas aparentes de infeccdo (Pavithra et al., 2020). Além disso, produzem
metabdlitos secundarios como fitohorménios, sideroforos, acido cianidrico, solubilizadores
de fosfato e enzimas hidroliticas, estimulando o crescimento das plantas (Rana et al., 2020).

Na literatura, ha relatos de fungos endofiticos que promoveram o crescimento de
plantas (Bilal et al., 2018; Suebrasri et al., 2020). As cepas Aspergillus fumigatus TS1 e
Fusarium proliferatum BRL1 produziram giberelinas e apresentaram a capacidade de
regular horménios enddgenos vegetais (Bilal et al., 2018). Além disso, as cepas
Macrophomina phaseolina BUP2/3, Diaporthe phaseolorum BUP3/1, Daldinia
eschscholtzii 2NTYL11, Trichoderma koningii ST-KKU1, T. erinaceum ST-KKU2, M.
phaseolina SS1L10 e M. phaseolina SS1R10 isolados de plantas medicinais asiaticas
promoveram o crescimento de plantas de alcachofra-de-Jerusalém em casa de vegetacao
(Suebrasri et al., 2020).

A sinergia existente entre 0 microrganismo e 0 hospedeiro desencadeia respostas
tanto locais quanto sistémicas na planta, por meio da sinalizacdo e modulacédo de diversos
mecanismos celulares e moleculares (Rozpadek et al., 2019). Como resultado, as plantas
desenvolvem niveis de resisténcia quando expostas a estresses ambientais, tais como seca,
radiacdo intensa, altas temperaturas, pragas e doencas, entre outros (Qiang et al., 2019).
Os fungos endofiticos sdo importantes por promoverem a defesa das plantas contra
fitopatdégenos (Moisan et al., 2019; Sorokan et al., 2020). Além disso, eles vem sendo
utilizados como biofertilizantes, melhorando as propriedades do solo e secretando varias
enzimas, aumentando a disponibilidade nutricional e melhorando a produtividade das
culturas (Arasu et al., 2023).
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo geral
Avaliar o potencial de fungos endofiticos no controle da antracnose em Euterpe

precatoria Mart. e na promocéo do crescimento de plantas de acaizeiro.

3.2.  Objetivos especificos
e Auvaliar a resisténcia dos conidios dos fungos endofiticos a estresses abiéticos;
e Determinar os fatores de promogdo de crescimento vegetal pelos fungos endofiticos;
e Caracterizar os fungos endofiticos quanto a capacidade de controle da antracnose

em mudas de acaizeiro solteiro.



27

4. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Microbiologia do Centro de
Ciéncias Biologicas e da Natureza (CCBN) da Universidade Federal do Acre (UFAC).

4.1.  Selecado dos isolados fungicos

Cinco fungos endofiticos selecionados como os melhores antagonistas ao
patégeno C. gloeosporioides em ensaios in vitro (Peters et al., 2020) foram avaliados
quanto a viabilidade conidial frente a estresses abidticos, incluindo temperatura e radiacao
UV, a producdo de enzimas extracelulares, ao controle da antracnose em mudas de
acaizeiro solteiro em casa de vegetacao e a parametros de crescimento vegetal. Os fungos
selecionados foram: Ramichloridium sp. (2.4997), Clonostachys rosea (2.5627), Penicillium
sclerotiorum (2.4946), P. paxilli (2.5079) e Paecilomyces sp. (2.5667). Os microrganismos
foram isolados de foliolos saudaveis da palmeira Euterpe precatoria Mart., espécie
amostrada na Regido Amazonica (Peters et al., 2020).

Os isolados fangicos estdo armazenados em &gua destilada (Castellani, 1963) e
6leo mineral (Buell; Weston, 1947) no acervo do Laboratério de Microbiologia da
Universidade Federal do Acre (UFAC). Para realizacdo dos experimentos, os fungos
foram reativados utilizando meio de cultura BDA (200 g de extrato de batata, 20 g de
dextrose e 15 g de agar, para 1 litro de agua destilada, sem ajuste de pH), e foram mantidos

a 28 °C com diversas repicagens para realizagdo dos experimentos.

4.2.  Efeito de fatores abioticos na sobrevivéncia de conidios fungicos

O ensaio de resisténcia dos conidios fungicos foi realizado para analisar o efeito
da temperatura na viabilidade conidial e da sensibilidade dos conidios fingicos a radiacédo
ultravioleta (UV).

4.2.1. Producéo de conidios

Foi avaliada a resisténcia de conidios fungicos submetidos a diferentes condigdes
de temperatura e exposicao a radiagdo ultravioleta (UV). Os fungos foram cultivados em
meio BDA e incubados a 28 °C durante 14 dias. Posteriormente, foram removidos os
conidios da superficie das colbnias fungicas por meio de raspagem com lamina de bisturi,
e foi produzida uma suspensdo na concentracdo de 10° conidios/mL para cada isolado

apos quantificacdo em cdmara de Neubauer (Remadevi et al., 2010).
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4.2.2. Efeito da temperatura na viabilidade conidial

Para avaliar a resisténcia dos conidios em diferentes temperaturas, 200 pL da
suspensdo de conidios fungicos foram depositados em microtubos estéreis, expostos as
temperaturas de 4, 19, 28, 37 e 50 °C durante os tempos de 30, 60 e 90 minutos (Oliveira
et al., 2016). O experimento foi realizado em triplicata.

Os conidios fangicos ficaram armazenados durante os tempos avaliados nos

seguintes equipamentos:

I. 4°C: Geladeira (Electrolux Super Freezer DC50);

ii.  19°C: Incubadora B.O.D. (TECNAL TE-371);
iii.  28°C: Incubadora B.O.D. (TECNAL TE-371);
iv. 37 °C: Estufa Microprocessada de Cultura e Bacteriologia (QUIMIS Q316M2);
v. 50 °C: Banho Seco Digital (Termobloco) para 1 Bloco (KASVI K80-02).

4.2.3. Sensibilidade dos conidios fungicos a radiacdo ultravioleta (UV)

Para avaliar a resisténcia dos conidios expostos a radiacéo ultravioleta, 1 ml de cada
suspensdo fungica foi depositada em placas de Petri estéreis, alocadas a 40 cm de distancia
de uma lampada UV. Os tempos de exposi¢do dos conidios fungicos foram de 0, 30, 60, 120,

180 e 240 segundos (Oliveira et al., 2016). O experimento foi realizado em triplicata.

4.2.4. Avaliacdo da viabilidade conidial apds exposicdo aos fatores abidticos

Apos exposigdo aos fatores abioticos, foram retirados 10 pL de cada tratamento e
depositados em placas de Petri contendo meio BDA. As placas foram incubadas a temperatura
ambiente durante 12 horas, e para visualizacdo da viabilidade conidial, foi depositada
uma gota de azul de lactofenol em cada ponto de inoculacdo para observacdo em
microscopio éptico (Francisco et al., 2006). Foi avaliada a capacidade germinativa de 100

conidios fungicos por repeticdo e o resultado foi estimado em porcentagem.

4.3. Determinacao das atividades enzimaticas extracelulares

Ensaios enzimaticos extracelulares foram conduzidos para investigar a produgédo
qualitativa de enzimas (amilase, celulase, lipase e protease) pelos fungos endofiticos. Isso
foi avaliado pela degradacdo fungica de substratos especificos dissolvidos em &gar. Suspensdes
de conidios foram produzidas e ajustadas para a concentracio de 108 conidios/mL a partir
de coldnias fungicas com 14 dias de incubacdo em meio de cultura BDA & 28 °C. Para
producdo das suspensdes, os conidios foram raspados da superficie das col6nias

utilizando lamina de bisturi e colocados em &gua destilada estéril.
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Aliquotas de 10 pL foram colocadas em trés pontos de placas de Petri de 9 cm de
didmetro contendo o substrato Util para determinar cada atividade. A presenca de halos
transllcidos para as enzimas amilase, celulase e protease ao redor das colénias fungicas
apos 5 dias de incubacdo a 28 °C foram usadas como deteccdo qualitativa da producéo
das enzimas (Hankin e Anagnostakis, 1975).

A atividade da enzima lipase foi avaliada como positiva ou negativa por meio da
producdo de cristais no meio de cultura, ndo sendo feita uma anélise semiquantitativa para
essa enzima. Placas com os meios especificos incubadas sem os fungos endofiticos foram
usadas como controle negativo. A andlise semiquantitativa foi realizada por meio do
calculo do indice enzimético (IE). Esse parametro foi registrado como a razdo entre o
didmetro da zona clara e o didmetro da colénia fangica (Sopalun e lamtham, 2020).

4.3.1. Atividade amilolitica

A eficiéncia em degradar o amido foi utilizada como critério para determinagédo
da capacidade dos fungos endofiticos em produzirem enzimas amiloliticas. Para detectar
a atividade amilolitica, os microrganismos foram crescidos em meio de cultura composto
por: 3,0 g de extrato de carne, 5,0 g de peptona, 2,0 g de amido soltvel e 15,0 g de &gar
para 1 litro de agua destilada, pH 6,0. Apds 5 dias de incubacédo a 28 °C, as placas foram
coradas com iodo sublimado por 10 minutos. A presenca de uma zona amarela ao redor de cada

col6énia em um meio azul indicou a producao de amilase (Hankin e Anagnostakis, 1975).

4.3.2. Atividade celulolitica

Para o ensaio de degradacdo de celulose, os fungos endofiticos foram crescidos
em meio de cultura composto por: 1,0 g de NaNOs, 1,0 g de KoHPOg4, 0,5 g de MgSOa,
1,0 g de KCl, 0,5 g de extrato de levedura, 5,0 g de Carboximetilcelulose (CMC) e 15,0
g de &gar para 1 litro de &4gua destilada, pH 6,4. Ap6s o crescimento fungico depois de 5
dias de incubacdo, as placas foram coradas com iodo sublimado por 10 minutos. A
presenca de um halo amarelado ou incolor em torno da coldnia observada indicou a
producéo de celulase (Meddeb-Mouelhi et al., 2014).

4.3.3. Atividade lipolitica

A atividade lipolitica dos fungos endofiticos foi determinada pela deteccdo de
lipase empregando-se meio de cultura acrescido de Tween 80 como substrato lipidico. O
meio de cultura foi composto por: 10,0 g peptona, 5,0 g NaCl, 0,1 g CaCl».2H20 e 15,0
g agar para 1 litro de &gua destilada, pH 7,4. Antes da esterilizacdo, foi adicionado 1%

(v/v) de Tween 80 no meio de cultura. As culturas foram incubadas por 5 dias a 28 °C, e
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a presenca de halos formados por cristais indicou a producéo de lipase pelas linhagens
inoculadas (Sierra, 1957). A formacédo de enzimas lipoliticas pelas col6nias fungicas foi
observada como um precipitado visivel devido & formagao de cristais do sal de célcio do
acido laurico liberado pela enzima, ou como um clareamento do tal precipitado em torno

das colénias fungicas devido a completa degradacgéo do sal do &cido graxo.

4.3.4. Atividade proteolitica

Para detectar a producéo de enzimas proteoliticas, foi utilizado um meio de cultura
suplementado com leite desnatado. Para detectar a atividade proteolitica, os fungos
endofiticos foram crescidos em meio de cultura composto por: 3,0 g de extrato de carne,
5,0 g de peptona e 15,0 g de agar para 1 litro de adgua destilada, pH 6,0, suplementado
com 2% de leite desnatado. Apds 5 dias de incubacéo a 28 °C, a degradacédo completa do
leite desnatado foi observada como uma clarificagdo no &gar um tanto opaco ao redor das
colonias (Hankin e Anagnostakis, 1975).

4.4.  Andlises in vitro para caracteristicas promotoras de crescimento vegetal
4.4.1. Solubilizagdo de fosfato inorganico

A habilidade dos fungos endofiticos em solubilizar fosfato foi determinada pela
inoculacdo de suspensdes flingicas na concentracdo de 10® conidios/mL dos isolados
fangicos em meio agar Pikovskaya (g/L), apresentando a seguinte composicdo: 0,5 g de
(NH4)2SO4, 0,1 g de MgS04-7H-0, 0,02 g de NaCl, 0,02 g de KClI, 0,003 g de FeSO4-7H>0,
0,003 g de MnSQO4-H20, 5,0 g de Cas(PO4)2, 10,0 g de glicose, 0,5 g de extrato de levedura
e 15,0 g de 4gar para 1 litro de 4gua destilada, sem ajuste de pH. As placas foram incubadas
a 28 °C por 7 dias. O controle foi preparado sem a inoculagdo dos fungos endofiticos. Uma
zona clara ao redor das coldnias fungicas indicou a solubilizacdo de fosfato inorganico

(Adnan et al., 2018). O experimento foi realizado em triplicata.

4.4.2. Producéo de &cido cianidrico (HCN)

A producdo de &cido cianidrico (HCN) foi determinada conforme método descrito
por Lorck (1948). Para isso, os fungos endofiticos foram cultivados em meio &gar Bennett,
apresentando a seguinte composicao (g/L): 1,0 g de extrato de levedura, 1,0 g de extrato
bovino, 2,0 g de caseina hidrolisada, 10,0 g de dextrose e 15,0 g de agar, suplementado com
4,4 g de glicina. Antes da incubagdo, papel filtro estéril foi embebido com uma mistura de
acido picrico 0,5% em carbonato de sodio 2% por 1 minuto antes de aderir sob as tampas das
placas de Petri. As placas foram seladas com papel filme e entéo incubadas a 28 °C por 7 dias.
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Apos o periodo, a producéo de acido cianidrico foi verificada pela mudanga de coloragdo dos

papéis filtro de amarelo para laranja ou vermelho (Passari et al., 2016).

4.5. Avaliacdo da capacidade dos fungos endofiticos em controlar o patogeno in
Vvivo e promover o crescimento de plantas de acaizeiro solteiro
A capacidade dos isolados fungicos em controlar a acdo do patdgeno C.
gloeosporioides visando conter o progresso da antracnose em mudas de acai-solteiro foi

avaliada em casa de vegetacdo.

4.5.1. Obtencdo do patdgeno Colletotrichum gloeosporioides

O patdgeno C. gloeosporioides foi isolado a partir de folhas de E. precatoria com
sintomas tipicos de antracnose. O material vegetal foi coletado no Viveiro do Parque
Zooboténico (PZ) da UFAC, e foi acondicionado em sacos plasticos transparentes e
armazenado a 4 °C. O processo de isolamento consistiu inicialmente na desinfec¢do
superficial das amostras. Para isso, os foliolos infectados foram lavados em agua corrente,
e esterilizados superficialmente com etanol 70% por 30 segundos, hipoclorito de sodio
(NaClO) 2,5% por 3 minutos e 3 lavagens em &gua destilada estéril.

Os foliolos foram fragmentados em quadrados de 25 mm?2 utilizando uma lamina
de bisturi esteéril, e foram colocados em meio de cultura BDA suplementado com o antibiético
Cloranfenicol (1 mL/L de meio de cultura) (Figura 1). O material ficou incubado a 28 °C
por 7 dias, sendo analisado todos os dias. Por meio de identificacdo macroscdpica, as colbnias
que se pareciam com C. gloeosporioides foram purificadas pelo método de estrias de
esgotamento, e, por fim, foram produzidas culturas puras do fitopatdgeno em meio de
cultura BDA. Por ultimo, foi feita a preservacdo do microrganismo em agua destilada, sendo

armazenado no acervo do Laboratério de Microbiologia da UFAC.

Figura 1 - Foliolos de Euterpe precatoria em meio de cultura BDA suplementado com o
antibioético Cloranfenicol. A, B e C apresentam as col6nias de Colletotrichum
gloeosporioides isoladas com base em caracteristicas morfologicas.
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4.5.2. Producéo das mudas de Euterpe precatoria

As mudas de E. precatoria foram produzidas no Viveiro do PZ da UFAC, no
municipio de Rio Branco, Acre, Brasil. Para obtengdo das sementes, foram coletados
frutos de palmeiras saudaveis da espécie no mesmo local de producdo das mudas,
utilizando tesoura de poda. Os frutos foram despolpados e as sementes foram semeadas
em substrato composto por terra vegetal e compostagem (restos de frutas e legumes) na
proporcdo de 3:1. Foram semeadas 312 sementes distribuidas em trés bandejas de
polietileno, ndo havendo esterilizacdo das sementes (Figura 2A). As sementes foram
mantidas no viveiro durante 100 dias e irrigadas a cada dois dias.

Ap0s esse periodo, as plantulas foram repicadas para vasos de polietileno de 4
litros, utilizando substrato composto por terra vegetal e areia, na proporc¢éo de 1:1 (Figura
2B). Antes da realizacdo do repique, o substrato foi esterilizado uma vez em autoclave a
121 °C (1 atm) por 1 hora, e molhado com agua para facilitar o processo de transferéncia
das plantulas para os vasos. Além disso, foram adicionadas 300 g de brita no fundo dos
vasos antes de colocar o substrato. As raizes das plantulas que ficaram enoveladas foram
cortadas utilizando uma tesoura comum. O repique das plantulas foi feito na Horta
Experimental da UFAC, e la permaneceram até a realiza¢do do ensaio bioldgico, sob

sombreamento de 50% visando garantir o desenvolvimento das mudas (Figura 2C).

Figura 2 - Processo de producdo de mudas de acaizeiro solteiro (Euterpe precatoria) em
casa de vegetacdo. (A) Sementes de E. precatoria; (B) Plantulas repicadas para
vasos e (C) Plantas de acaizeiro solteiro em casa de vegeta(;ao

4.5.3. Preparacéo das suspensdes fungicas e inoculo do patégeno

Para produzir as suspensdes de conidios, os fungos endofiticos foram crescidos em
meio de cultura BDA e armazenados a temperatura de 28 °C durante 14 dias. Foi utilizada
agua destilada estéril, e os conidios foram removidos da superficie das colénias usando
lamina de bisturi. A concentracdo de células em cada suspenséo fangica foi ajustada para
10° conidios/mL em agua destilada estéril. A concentracdo foi verificada utilizando um

hemocitémetro e um microscopio Optico. Para producéao do inoculo do patdégeno, o processo
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de cultivo foi 0 mesmo descrito para os fungos endofiticos, com suspensédo ajustada na

concentragéo de 10° conidios/mL.

4.5.4. Ensaio de antagonismo in vivo com os fungos endofiticos

Cinco fungos endofiticos e duas combinac@es de dois ou mais fungos, denominados
Mix 1 (Ramichloridium sp. (2.4997) e Clonostachys rosea (2.5627) e Mix 2 (P.
sclerotiorum (2.4946), P. paxilli (2.5079) e Paecilomyces sp. (2.5667)) foram avaliados
no controle da antracnose em mudas de acaizeiro solteiro induzida por C. gloeosporioides
em casa de vegetacao.

As mudas foram mantidas em casa de vegetagéo (32 £ 2 °C durante o diae 25 +
2 °C durante a noite) e foram irrigadas a cada dois dias para repor a dgua perdida por
evapotranspiracao, e observados para o controle de pragas e qualquer infec¢do que surgisse.
Depois de aclimatadas, houve a primeira inoculacdo dos fungos endofiticos nas mudas 30
dias apos o repique. E depois da primeira inoculacdo, a cada 14 dias as mudas foram
inoculadas com os fungos endofiticos, totalizando 12 aplicacdes (6 meses). Para isso,
foram produzidas suspensdes de conidios de cada fungo na concentracao de 108 conidios/mL.

O processo de inoculagdo foi realizado pelo método de pulverizacdo nos foliolos
das mudas (Figura 3C). Os isolados fungicos foram inoculados nas mudas na proporgao
de 20 mL da suspensdo liquida dos fungos para cada planta (Figuras 3A e B). No periodo
de 24 horas antes das inoculacdes, as mudas foram submetidas a cdmara Umida, para
promover a abertura dos estdbmatos (Figura 3D). E ap0s as inocula¢fes as mudas foram
novamente submetidas a cdmara imida pelo periodo de 24 horas (Figura 3D). Com 30
dias depois da ultima inoculagdo dos fungos endofiticos, o patdgeno C. gloeosporioides
foi inoculado nas mudas. As mudas que ndo foram inoculadas com nenhum microrganismo

foram empregadas como controle negativo.

Figura 3 - Processo de inoculacdo das suspensdes fangicas nas mudas de acaizeiro solteiro
(Euterpe precatoria) em casa de vegetacdo. (A) e (B) Suspensdo de conidios
fangicos; (C) Pulverizagdo nas plantas de acaizeiro solteiro; e (D) Camara
Umida antes e ap0s a inoculacéo.
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A avaliacdo da severidade da doenca foi realizada depois de 30 dias apos a
inoculagdo do patogeno. Para a analise, foram retiradas fotografias de todas as folhas das
plantas utilizadas no ensaio de biocontrole. As fotos foram retiradas pela manha das 08:00h
as 12:00h, utilizando um aparelho smartphone. A quantificacdo da doenca foi feita por meio
da funcdo “measure disease ()’ do pacote Pliman (Olivoto et al., 2022a; Olivoto et al., 2022b)
usando o software RStudio (R Core Team, 2017). As lesdes dos tecidos foram segmentadas
usando paletas de cores para diferenciar as classes de cores presentes nas imagens a
analisar (Figura 4). Amostras de tecidos saudaveis, tecidos doentes e fundo das imagens
foram obtidas por amostragem manual de pequenas areas da imagem para produzir uma

imagem composta, representando cada paleta de cores.

Figura 4 - Paletas de cores produzidas para analise da severidade da antracnose em
Euterpe precatoria.

Tecido doente

Tecido saudavel

Fundo da imagem

As massas frescas foram medidas e amostras de foliolos foram coletadas em
nitrogénio liquido para analises subsequentes. O material vegetal restante foi seco a 60
°C por 48 horas, sendo posteriormente medidas as massas secas. Além disso, foram
obtidos o comprimento da parte aérea e da raiz (cm), didmetro do coleto (mm), nimero
de folhas e o Indice de Qualidade de Dickson (1QD). O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), composto pelos seguintes tratamentos,

com nove repeticdes cada:

i.  Controle (C): plantas sem inoculacdo de microrganismos;
ii.  Endofitico (E): plantas inoculadas somente com o fungo endofitico;
iii.  Endofitico + Patdgeno (E + P): plantas inoculadas com o fungo endofitico
e o0 patogeno C. gloeosporioides;
iv. Patogeno (P): plantas inoculadas somente com o patogeno C.

gloeosporioides.

Com excecdo dos itens i e iv, 0s demais tratamentos diferiram quanto aos fungos

endofiticos avaliados, sendo avaliados com isso um total 16 tratamentos.
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45.5. Teores de clorofila e carotenoides

Para determinar os teores de clorofila e carotenoides, 50 mg de folha de cada
repeticéo de cada tratamento foram coletadas. As amostras foram cortadas em fragmentos
de 25 mm?, e em seguida colocadas em tubos de ensaio envoltos em papel aluminio,
contendo 7 mL de acetona 80%. Os tubos foram armazenados na temperatura de 4 °C
durante 48 horas para extracdo dos pigmentos. Apos esse periodo, as amostras foram
quantificadas em espectrofotometro utilizando trés comprimentos de onda: 663 nm, 647
nm e 470 nm. E para determinar os teores dos pigmentos, os valores de absorbancia
obtidos foram substituidos nas equac6es de Lichtenthaler e Wellburn (1983): Clorofila
total = (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.

4.6.  Andlises estatisticas

Para as variaveis quantitativas foi aplicada a analise de variancia unidirecional
(ANOVA), e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste LSD de Fisher (p <
0,05). A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk (Shapiro; Wilk,
1965) e a homocedasticidade pelo teste de Bartlett (Bartlett, 1937). As andlises foram

realizadas usando o software RStudio (http://www.r-project.org/).
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5. RESULTADOS

5.1.  Efeito de fatores abidticos na sobrevivéncia de conidios fungicos
5.1.1. Efeito da temperatura na viabilidade conidial

Os isolados fungicos foram avaliados quanto a resisténcia dos conidios em
diferentes condicdes de temperatura. Ramichloridium sp. (2.4997) foi o menos resistente
dos fungos endofiticos testados (Tabela 1). A melhor temperatura avaliada para o seu
desenvolvimento foi a de 37 °C, onde ele alcangou 90,3% de germinagéo no tempo de 60
minutos. Em contrapartida, houve completa inviabilidade dos conidios na temperatura de

50 °C em todos os tempos avaliados.

Tabela 1 - Porcentagem de viabilidade conidial do fungo Ramichloridium sp. (2.4997)
quando submetido a diferentes condi¢cdes de temperatura e tempos de exposicao.

4°C 19°C 28 °C 37°C 50 °C
30° 700+x79D 700+£79b 893+15a 89,0+20a 00+00c
60" 89,7+138a 87,0+£156a 70,0x89b 90,3+2,1a 0,0+0,0c

90" 83,7t141la 90,3+2,1a 82,0+10,0ab 88,6+32a 00+0,0¢c
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de LSD de Fisher (p > 0,05).

O fungo C. rosea (2.5627) alcancou 100,0% de germinacdo dos conidios na
temperatura de 37 °C em todos os tempos avaliados (Tabela 2). Entretanto, na temperatura
de 50 °C a taxa germinativa dos conidios foi baixa, obtendo 0,0% de germinag&o no tempo
de 90 minutos. Observa-se que a capacidade germinativa dos conidios fungicos decai

conforme ha o aumento do tempo de exposicao.

Tabela 2 - Porcentagem de viabilidade conidial do fungo Clonostachys rosea (2.5627)
quando submetido a diferentes condi¢des de temperatura e tempos de exposi¢ao.

4°C 19°C 28 °C 37°C 50 °C
30 100,0+0,0 a 99,7+0,6a 100,0x0,0a 100,0+0,0a 1,0£10Db
60’ 100,0+0,0a 99,7+0,6a 1000+0,0a 100,0+0,0a 0,7+0,6bc
90’ 99,7+0,6 a 99,3+12a 99,3+12a 100,0+0,0a 00+00c

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de LSD de Fisher (p > 0,05).

P. sclerotiorum (2.4946) obteve maior taxa de germinacdo na temperatura de 28
°C nos tempos de 60 e 90 minutos (Tabela 3). Em contrapartida, a temperatura de 50 °C
foi a que mais afetou a taxa germinativa dos conidios, sendo observado 0,0% de

germinacdo dos conidios fungicos.
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Tabela 3 - Porcentagem de viabilidade conidial do fungo Penicillium sclerotiorum (2.4946)
quando submetido a diferentes condicdes de temperatura e tempos de exposigao.

4°C 19°C 28 °C 37°C 50 °C
30" 983%15a 993+12a 983+29a 100,0£0,0a 0,0+0,0b
60" 97,0x30a 993+12a 100,0+0,0a 97,7+32a 00+0,0b

90* 100,0+0,0a 97,7+x40a 100,0x0,0a 973+x46a 0,0£0,0b
Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de LSD de Fisher (p > 0,05).

O fungo P. paxilli (2.5079) exibiu maior capacidade germinativa na temperatura
de 19 °C em todos os tempos avaliados (Tabela 4). Em contrapartida, a temperatura

de 50 °C foi a que mais afetou a taxa germinativa dos conidios.

Tabela 4 - Porcentagem de viabilidade conidial do fungo Penicillium paxilli (2.5079)
quando submetido a diferentes condicdes de temperatura e tempos de exposicao.

4°C 19°C 28 °C 37°C 50 °C
30 99,7+06ab 100,0+x0,0a 993+12ab 99,7+0,6ab 0,0+0,0d
60’ 97,7+15¢c 100,0+0,0a 99,7+06ab 99,3+0,6ab 00+0,0d

90' 98,7+06bc 100,0+0,0a 993+06ab 100,0+0,0a 0,0+£0,0d
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de LSD de Fisher (p > 0,05).

Paecilomyces sp. (2.5667) alcangou 100,0% de germinagdo dos conidios a 28 e 37 °C
em todos os tempos avaliados (Tabela 5). Entretanto, na temperatura de 50 °C a taxa

germinativa dos conidios foi baixa, obtendo 0,0% de germinacéo no tempo de 90 minutos.

Tabela 5 - Porcentagem de viabilidade conidial do fungo Paecilomyces sp. (2.5667)
quando submetido a diferentes condi¢des de temperatura e tempos de exposicao.

4°C 19°C 28 °C 37°C 50 °C

30" 99,7+06a 9933+12a 1000+0,0a 100,0+x00a 84,0%6,1Db
60" 100,0+0,0a 99,67+06a 1000+0,0a 100,0+x0,0a 31,0+x70c
90" 993+12a 9967+06a 1000+00a 100,0%x0,0a 0,0+£0,0d

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de LSD de Fisher (p > 0,05).

5.1.2. Sensibilidade dos conidios fungicos a radiacéo ultravioleta (UV)

Os fungos endofiticos foram avaliadas quanto a viabilidade dos conidios apds
exposicao a radiagdo UV (Figuras 5). O fungo P. paxilli (2.5079) foi o mais resistente.
Além disso, quando o tempo de exposi¢do foi aumentado para 240 segundos, apenas
P. paxilli (2.5079) foi capaz de manter viabilidade consideravel, apresentando 20,0% de
taxa de germinagdo. Em contrapartida, Ramichloridium sp. (2.4997) foi a Unica cepa em

que os conidios ndo germinaram no tempo de 240 segundos.
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Figura 5 - Taxa de germinacao de conidios das cepas fungicas quando expostos a radiacao
ultravioleta (UV) durante determinados periodos. Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de LSD de Fisher (p > 0,05).
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5.2. Determinagdo das atividades enzimaticas extracelulares

A atividade enzimatica das cepas fungicas foi investigada neste estudo (Figura 6).
De todas as cepas avaliadas, Ramichloridium sp. (2.4997) foi o Unico que ndo apresentou
atividade para nenhuma das enzimas. A celulase foi a enzima produzida por todos os
fungos endofiticos, com exce¢do da cepa Ramichloridium sp. (2.4997).

Figura 6 - Atividades enzimaticas dos fungos endofiticos de Euterpe precatoria. As linhas
representam as enzimas amilase, celulase, lipase e protease, respectivamente. As
colunas representam as cepas fungicas avaliadas. A, F, K e P: Clonostachys rosea
(2.5627); B, G, L e Q: Ramichloridium sp. (2.4997); C, H, M e R: P. sclerotiorum
(2.4946); D, I, N e S: P. paxilli (2.5079); e E, J, O e T: Paecilomyces sp. (2.5667).

Po :
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Os maiores indices enzimaticos para atividade amilolitica (1,17) e celulolitica (1,36)
foram apresentados por P. paxilli (2.5079). A lipase e a protease foram as enzimas menos
produzidas pelos isolados. De todos os fungos, apenas dois apresentaram atividade lipolitica,
que foram P. sclerotiorum (2.4946) e Paecilomyces sp. (2.5667). Para a enzima protease,

2.5667 Paecilomyces sp. foi 0 que apresentou maior indice enzimatico (1,31) (Tabela 6).

Tabela 6 - indices enzimaticos dos fungos endofiticos de Euterpe precatoria.

indice enzimatico

Fungo endofitico

Amilase Celulase Lipase Protease
Ramichloridium sp. 0,00+0,00d 0,00+0,00d - 0,00+0,00c
Clonostachys rosea 1,12+0,00 b 1,12 £ 0,00 bc - 0,00+0,00c
Penicillium sclerotiorum 1,08 +£0,00c 1,18 +0,00 b + 0,00+0,00c
P. paxilli 1,17+ 0,00 a 1,36 £ 0,07 a - 1,00+ 0,00 b
Paecilomyces sp. 0,00+0,00d 1,09+0,00¢c + 1,31+0,01a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de LSD de Fisher (p > 0,05).

5.3.  Andlises in vitro para caracteristicas promotoras de crescimento vegetal
5.3.1. Solubilizac¢éo de fosfato inorganico
Dos fungos endofiticos avaliados quanto a capacidade de solubilizar fosfato inorganico,

apenas P. sclerotiorum (2.4946) conseguiu solubilizar o fosfato tricalcico (Figura 7C).

Figura 7 - Ensaio de solubilizacdo de fosfato inorgénico pelos fungos endofiticos.
(A) Clonostachys rosea (2.5627); (B) Ramichloridium sp. (2.4997); (C) P.
sclerotiorum (2.4946); (D) P. paxilli (2.5079); e (E) Paecilomyces sp. (2.5667).

5.3.2. Producdo de acido cianidrico (HCN)
Nenhuma das cepas fngicas avaliadas apresentou a capacidade de produzir &cido
cianidrico (HCN) (Figura 8).

Figura 8 - Ensaio de producédo de acido cianidrico (HCN) pelos fungos endofiticos.
(A) Clonostachys rosea (2.5627); (B) Ramichloridium sp. (2.4997); (C) P.
sclerotiorum (2.4946); (D) P. paxilli (2.5079); e (E) Paecilomyces sp. (2.5667).
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5.4.  Avaliacéo da capacidade dos fungos endofiticos em controlar o patégeno in

Vvivo e promover o crescimento de agaizeiro solteiro

Os cinco fungos endofiticos e os dois consércios foram testados quanto ao seu
potencial para reduzir a severidade da antracnose em mudas de agaizeiro solteiro em casa
de vegetacdo. As plantas inoculadas com o fungo endofitico P. paxilli (2.5079) tiveram a
severidade da antracnose reduzida, apresentando média de 14,79% de area foliar afetada
pela doenca, em comparagdo com o controle positivo que apresentou média igual a
34,70% de severidade (Tabela 7).

Adicionalmente, o tratamento Mix 2 reduziu a severidade da doenca em 15,73%
quando comparado ao controle positivo. Em contrapartida, P. sclerotiorum (2.4946)
mostrou a menor eficiéncia no biocontrole da doenca, apresentando média de 24,18% de

reducdo da severidade (Tabela 7).

Tabela 7 - Severidade da antracnose (%) causada por Colletotrichum gloeosporioides em
plantas de acaizeiro solteiro inoculadas com isolados fingicos de Euterpe precatoria.

Tratamento Severidade da doenca (%0)
Controle 16,1+8,6a
Ramichloridium sp. 222+17.6ab
Clonostachys rosea 22,2 +30,5ab
Penicillium sclerotiorum 249+ 243 ab

P. paxilli 148+122a
Paecilomyces sp. 241+179ab

Mix 1 19,7+16,1ab

Mix 2 15,7+109a
Colletotrichum gloeosporioides 34,7+£233D

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de LSD de Fisher (p > 0,05).

Em relacdo a promogdo de crescimento vegetal pelos fungos endofiticos, houve
diferencas significativas (p < 0,05) nos parametros avaliados. Quanto ao comprimento da
parte aérea e da raiz (Figura 9), P. paxilli (2.5079) foi o que promoveu maior incremento,

com valores iguais a 18,7 cm e 33,6 cm, respectivamente.
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Figura 9 - Influéncia dos fungos endofiticos no (A) comprimento da parte aérea e da (B)
raiz de plantas de agaizeiro solteiro.
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O fungo endofitico P. paxilli (2.5079) também foi o que promoveu maior
incremento do didametro do coleto (10,92 cm) (Figura 10A) e maior nimero de folhas
(n =5,00) (Figura 10B) das plantas de acaizeiro solteiro.

Figura 10 - Influéncia dos fungos endofiticos no (A) diametro do coleto e no (B) numero
de folhas de plantas de acaizeiro solteiro.
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Quanto a massa fresca (Figura 11) e seca (Figura 12) da parte aérea e da raiz,
novamente o fungo P. paxilli (2.5079) se destacou, aumentando significativamente esses

pardmetros em comparagdo com o controle negativo.



42

Figura 11 - Influéncia dos fungos endofiticos na massa fresca da (A) parte aérea e da (B)

raiz de plantas de agaizeiro solteiro.
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Figura 12 - Influéncia dos fungos endofiticos na massa seca da (A) parte aérea e da (B)

raiz de plantas de acaizeiro solteiro.
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Além disso, as plantas inoculadas com P. paxilli (2.5079) apresentaram maior

qualidade das mudas produzidas, com indice igual a 4,783 (Figura 13).
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Figura 13 - Indice de Qualidade de Dickson (IQD) de plantas de agaizeiro solteiro
inoculadas com os fungos endofiticos.
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Os resultados mostram que o antagonista P. paxilli (2.5079) registrou os maiores
valores dos parametros de crescimento estudados em comparacdo com os demais fungos

avaliados (Figura 14).

Figura 14 - Plantas de Euterpe precatoria inoculadas com os fungos endofiticos.
(A) Controle; (B) Ramichloridium sp. (2.4997); (C) Clonostachys rosea
(2.5627); (D) Penicillium sclerotiorum (2.4946); (E) P. paxilli (2.5079); (F)
Paecilomyces sp. (2.5667); (G) Mix 1; e (H) Mix 2.

5.4.1. Teores de clorofila e carotenoides
Quanto aos teores de clorofila e carotenoides, foram observadas diferencas entre
todos os tratamentos avaliados (Tabela 8). O Mix 1 foi 0 que promoveu maior producéo

dos pigmentos nas plantas.
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Tabela 8 - Teores de clorofila e carotenoides de plantas de acgaizeiro solteiro inoculadas
com isolados fuangicos de Euterpe precatoria e com o patégeno

Colletotrichum gloeosporioides (P).

Tratamento Clorofila a Clorofila b Carotenoides
Controle 4,3 +0,8 abcd 1,5+ 0,6 abcd 1,8 £ 0,1 abcd
Ramichloridium sp. 3,8+ 1,7 abcd 1,1+ 0,6 abcd 1,5+0,6 bcd
Ramichloridium sp. + P 22+0,7d 0,7+0,2cd 1,1+04d

Clonostachys rosea 4,3+ 0,7 abcd 1,3+0,2 abcd 1,9+ 0,2 abcd
C.rosea+P 3,9+ 2,0 abcd 1,1+ 0,6 abcd 1,6 £0,7 abcd
Penicillium sclerotiorum 2,8+ 0,9 bcd 0,7 £ 0,3 bcd 1,4+0,3 bcd
P. sclerotiorum + P 3,7+ 2,0 abcd 1,0 £ 0,6 abcd 1,6 £ 0,6 abcd
P. paxilli 4,9+ 1,2 abc 1,6 +0,4 abc 21+0,3ab

P. paxilli + P 3,8 £ 2,0 abcd 1,1+0,7 abcd 1,6 £0,7 abcd
Paecilomyces sp. 2,6 £1,3 bcd 0,6+04d 1,2+0,4cd

Paecilomyces sp. + P 3,1+0,9 bed 0,9 +0,3 bcd 1,7+£0,4 abcd
Mix 1 59+18a 18+06a 24+05a

Mix1+P 3,5+ 1,9 abcd 1,0+ 0,7 abcd 1,5+ 0,8 abcd
Mix 2 52+30ab 16+10ab 2,0+ 1,0abc
Mix 2 + P 3,9+ 2,0 abcd 1,2 + 0,6 abcd 1,7+ 0,4 abcd
C. gloeosporioides 23+10cd 0,7+ 0,3 bcd 1,3+0,3 bcd

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de LSD de Fisher (p > 0,05).
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6. DISCUSSAO

Os fungos endofiticos podem ser encontrados em ambientes diversos, colonizando
plantas hospedeiras. Esses microrganismos necessitam de alta umidade relativa e
temperaturas elevadas para o seu desenvolvimento (Peskan-Berghofer et al., 2015). Com
isso, 0 bioma Amazbdnia se constitui como uma fonte de novos microrganismos
endofiticos, uma vez que possui condi¢Ges propicias para o seu estabelecimento.

Os enddfitos conferem diversos beneficios a planta, contribuindo para a
resisténcia do hospedeiro vegetal contra fitopatdgenos e para a promogao de crescimento
vegetal (Yan et al., 2019). Procurou-se neste estudo caracterizar fungos endofiticos
guanto a resisténcia a fatores abioticos e quanto a producdo de enzimas extracelulares,
avaliar a acdo dos microrganismos contra C. gloeosporioides e determinar se eles eram
capazes de promover o crescimento de plantas de acai-solteiro em casa de vegetacao.

O controle bioldgico pode ser afetado diretamente melas mudancas climaticas,
uma vez que é um método que utiliza microrganismos antagonistas para o controle de
fitopatdgenos. Os fatores climaticos podem ser limitantes ao fungo antagonista, nao
apresentando a resposta desejada. Os microrganismos possuem temperaturas 6timas de
desenvolvimento, que varia de espécie para espécie. Além da temperatura, outro fator
limitante é a radiacdo ultravioleta (UV).

A andlise da viabilidade em diferentes temperaturas revelou respostas variadas
entre os fungos avaliados nesse estudo. O fungo C. rosea (2.5627) demonstrou alta tolerancia
a temperatura de 37 °C, mantendo 100% de germinacao dos conidios em todos os tempos de
exposicdo avaliados. Entretanto, na temperatura de 50 °C, observou-se uma queda na taxa
germinativa. Por outro lado, P. paxilli (2.5079) apresentou uma resposta diferenciada, com
melhor germinacdo dos conidios em temperaturas mais amenas, especialmente a 19 °C.
Estudos apontam que ha grande variacdo nas faixas de temperatura ideais para infeccao,
crescimento e capacidade de esporulacdo de fungos. Contudo, para a maioria das espécies, a
faixa entre 20 e 30 °C se figura como a mais comum. Isso salienta a variagdo nas faixas
ideais de temperatura para desenvolvimento do fungo (Tumuhaise et al., 2018).

A exposicdo a radiagdo UV revelou diferencas notaveis na resisténcia dos fungos.
Enguanto os fungos mantiveram uma taxa de germinacdo inicial de 100% ap0s exposi¢ao
zero, P. paxilli (2.5079) demonstrou uma notavel resisténcia a radiagdo, mantendo 20%

de taxa de germinacdo ap0s 240 segundos. Esse resultado sugere uma capacidade
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adaptativa superior do P. paxilli (2.5079) em ambientes com altos niveis de radiacdo UV,
0 que pode ser atribuido a mecanismos de reparo ou prote¢do dos conidios.

Oliveiraet al. (2016) relataram que a sensibilidade a radiacdo UV esta diretamente
relacionada a sua pigmentacdo, ou seja, quanto mais escura a pigmentacdo, maior a
protecdo contra lesGes da radiacdo. Esse fato pode explicar a resisténcia do P. paxilli
(2.5079). Porém, isso ndo se aplica a Clonostachys rosea (2.5627), visto que foi o fungo
que apresentou menor resisténcia a radiacdo UV. A baixa resisténcia pode ser explicada
pela necessidade de as células absorverem energia para restaurar os danos gerados ao
acido nucleico e as proteinas, aplacando, dessa forma, a atividade celular para reparagédo
dos sistemas afetados (Oliveira et al., 2016).

A analise das atividades enzimaéticas revelou variagdes significativas entre os
fungos. Dos antagonistas avaliados, destaca-se P. paxilli (2.5079), que demonstrou 0s
maiores indices enzimaticos para atividades amilolitica e celulolitica, indicando um
potencial maior para degradacdo de substratos como amido e celulose. A diversidade nas
atividades enzimaéticas ressalta a versatilidade metabdlica desses fungos, o que pode
influenciar suas interacdes ecoldgicas e aplicacbes biotecnoldgicas (Mendonga et al.,
2023). Em seu habitat natural, os fungos endofiticos sdo capazes de produzir enzimas que
ajudam na colonizacédo da planta hospedeira (Batista et al., 2022).

As proteases desempenham um papel crucial no controle bioldgico de
fitopatdgenos por meio da degradacdo da parede celular (Bezerra et al., 2021). Esse fato
explica a eficiéncia da cepa P. paxilli (2.5079) em ter controlado a antracnose em plantas
de acai-solteiro. Além disso, espécies de Penicillium ja demonstraram capacidade de
produzir a enzima, como, por exemplo, P. janthinellum (Mandal et al., 2019). Essas
enzimas sdo produzidas por fungos endofiticos para facilitar a penetracdo no tecido
vegetal, para a obtencdo de nutrientes e para combater os mecanismos de defesa do
hospedeiro durante a fase de colonizacdo (Mattoo et al., 2021).

Espécies endofiticas de Penicillium e Paecilomyces sdo amplamente distribuidos,
tanto em climas tropicais quanto em climas temperados (Aweskamp et al., 2009). Esses
géneros de fungos ja sdo conhecidos como produtores de uma variedade de compostos
bioativos para aplicacdes agricolas (Gangadevi et al., 2008; Yap et al., 2021).

Estudos na literatura vém demonstrando a importancia dos fungos endofiticos no
controle de doengas de plantas (Silva et al., 2019). No presente estudo, o0 ensaio de

antagonismo in vivo mostrou que o fungo P. paxilli (2.5079) diminuiu a severidade da
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antracnose em plantas de E. precatoria, apresentando uma media de 14,79% de area foliar
afetada pela doenca. No trabalho de Peters et al. (2020), foi verificado que esse
microrganismo suprimiu o crescimento de C. gloeosporioides in vitro por meio de
inibicdo por contato, indicando que ele pode agir por meio da competicdo por espaco e
nutrientes.

Nesse mesmo trabalho, o fungo Ramichloridium sp. (2.4997) foi o que apresentou
maior coeficiente de inibi¢do (C1%) contra o patégeno. Porém, o mesmo néo foi observado
in vivo, sugerindo que o ambiente pode influenciar a acao do endofito fingico. Além disso,
esse microrganismo nao produziu nenhuma enzima avaliada nesse estudo, 0 que pode
explicar a sua ineficiéncia. A producdo de compostos antimicrobianos é um dos principais
métodos utilizados pelos fungos endofiticos contra patégenos (Koéhl et al., 2019).

Quando os antagonistas sdo testados em campo, as respostas sobre doencas de
plantas podem nédo condizer com os ensaios in vitro (Martin et al., 2015). As disparidades
entre os experimentos realizados in vitro e in vivo podem ser atribuidas & intrinseca
relacdo entre a planta, os fungos endofiticos e o patégeno.

A capacidade de solubilizacdo de fosfato inorganico foi observada apenas na cepa
Penicillium sclerotiorum (2.4946). Fungos solubilizadores de fosfato dos géneros
Trichoderma (Lei e Zhang, 2015), Macrophomina (Jain, 2014) e Diaporthe (Ye et al.,
2019) foram capazes de solubilizar fosfato de rocha. Essa habilidade é de extrema
relevancia, j& que a disponibilidade de fosforo no solo € um fator limitante para o
crescimento vegetal (Suebrasri et al., 2020). A capacidade dessa cepa de solubilizar
fosfato tricalcico pode ter implicacbes positivas no fornecimento de fosforo para as
plantas hospedeiras, contribuindo para seu crescimento e desenvolvimento.

Nenhum dos fungos avaliados demonstrou a capacidade de produzir &cido
cianidrico. Embora essa capacidade seja frequentemente associada a supressao de
patdgenos em plantas (Minaxi et al., 2012), a auséncia desse metabolito ndo invalida o
potencial desses fungos como agentes de controle bioldgico.

A cepa P. paxilli (2.5079) destacou-se como o mais eficaz na reducdo da
severidade da antracnose em mudas de acaizeiro solteiro. 1sso ressalta sua capacidade néo
apenas de controlar a doenca, mas também de promover o crescimento da planta. Esses
resultados sugerem fortemente o potencial desse fungo endofitico como um agente de

biocontrole para a antracnose nas mudas de acaizeiro solteiro.
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Quanto aos teores de clorofila e carotenoides, o Mix 1 foi o tratamento que
apresentou maior producdo de clorofila a e b e carotenoides. A fotossintese é o processo
fisiologico primordial para o crescimento das plantas e o teor de clorofila é utilizado como
um indicador desse processo (Sayyad-Amin et al., 2016). Adicionalmente, os pigmentos
fotossintéticos desempenham um papel crucial como marcadores de estresse induzido por
fatores externos. A clorofila a é o principal pigmento fotossintético, enquanto a clorofila
b e os carotenoides atuam como pigmentos acessorios, protegendo os fotossistemas de
danos fotobioldgicos (Kitajima; Hogan 2003).

InvestigacOes futuras que proponham formulacbes que visem aprimorar a
protecdo e a condicdo para infeccdo e avaliem a compatibilidade desses microrganismos
com produtos quimicos usais sao primordiais para a viabilizacdo de um produto biolégico

a partir dos fungos selecionados.



49

7. CONCLUSOES

A cepa C. rosea (2.5627) foi a mais resistente nas condigdes extremas de temperatura.
Contudo, o fungo P. paxilli (2.5079) foi o mais resistente a radiagdo ultravioleta. Quanto a
atividade enzimatica, a celulase foi a enzima mais produzida pelas cepas fungicas, sendo
uma caracteristica primordial para a colonizagdo da planta hospedeira.

Em relacdo aos parametros de crescimento vegetal, apenas o fungo Penicillium
sclerotiorum (2.4946) conseguiu solubilizar o fosfato tricalcico, e nenhuma cepa apresentou
a capacidade de produzir &cido cianidrico (HCN).

A severidade da antracnose em plantas de E. precatoria foi controlada pelo fungo
P. paxilli (2.5079), apresentando diminuicéo da severidade em 85,21%. Além disso, ele
foi 0 melhor na promogéo de crescimento vegetal.

Com base no que foi avaliado, o fungo P. paxilli (2.5079) se destacou na maioria
das andlises realizadas, o que faz com que ele seja um bom candidato para ser utilizado
no controle da antrachose em E. precatoria e na promocgdo de crescimento vegetal de

plantas de acaizeiro solteiro.
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