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RESUMO

Diversas espécies de fungos e de bactérias constituem a microbiota endofitica
nas plantas citricas. Interagdes simbiodticas, sinérgicas ou antagobnicas, fazem parte
do cotidiano das relagdes entre esses microorganismos endofiticos e seus
hospedeiros. Nos ultimos anos, os microorganismos endofiticos vém despertando
grande interesse devido ao seu potencial de utilizagdo como farmacos e
principalmente no controle biolégico. Este trabalho teve por objetivo a identificagao
de microorganismos endofiticos com potencial antagénico a Guignardia citricarpa na
cultura do citros, em pomares orgéanicos. Inicialmente foram feitos isolamentos
através da assepsia de ramos, folhas e frutos de diferentes variedades de citros em
manejo organico através do plagueamento de segmentos dos tecidos em meio de
cultura BDA. Diversos microorganismos endofiticos foram obtidos. O pareamento em
placas de Petry dos diferentes microorganismos possibilitou a identificacdo de
bactérias com potencial antagbnico a G. citricarpa. isolados de Trichoderma ssp.
também estavam presentes na comunidade endofitica, Trichoderma ssp. é utilizado
no controle biolégico por parasitar diferentes fitopatdgenos. Inoculagdes dos
enddfitos foram feitas em casa de vegetacédo e em campo, possibilitando a selegéo
de microorganismos promissores para a utilizagdo em grande escala no controle de
G. citricarpa. A compreensdo dos mecanismos bioldgicos e moleculares dessas
diferentes interagdes nos possibilitara um melhor e mais adequado manejo desses
diferentes microorganismos em sistemas de cultivo mais sustentaveis.
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UTILIZATION OF ENDOPHYTIC MICROBIOT OF CITRUS AS TOOL FOR
ANTAGONISTIC TO BIOLOGIC CONTROL OF Guignardia citricarpa®
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Orientador: Fabio Kessler Dal Soglio

ABSTRACT

Several species of fungi and bacteria are endophytic microorganism in citrus plants.
symbiotic, synergistic or antagonistic Interactions, are part of the daily lives of
relations among these endophytic microorganisms and their hosts. In the last years,
the endophytic microorganisms have been arousing great interest because of their
potential use as drugs, and mainly on biological control. The aim of this study was the
identify endophytic microorganisms with antagonistic potential to Guignardia
citricarpa on citrus cultures in organic orchards. Initially isolates were made through
aseptic of branches, leaves and fruits of different varieties of citrus through the
plating of segments tissue in PDA (Potato Dextrose Agar). Several endophytic
microorganisms were obtained. The pairied cultivation, in Petry dishes, of different
microorganisms, allowed the identification of bacteria with potential antagonism to G.
citricarpa. Trichoderma sp. isolates also were present in the endophytic community.
Trichoderma sp. is widely used in biological control as a parasite on different
phytopathogens. Endophytic inoculations were made in a greenhouse and in the
field. These inoculations allowed the selection of promising microorganisms for the
use in large scale for control of G. Citricarpa. The understanding of biological and
molecular mechanisms of these different interactions will enable a better and more
appropriate management of these microorganisms in different and more sustainable
cropping systems.
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1 INTRODUCAO

1.1 Justificativa

Diversos problemas estdo associados a utilizacdo de agrotoxicos com
freqléncia, tais como aquisicao de resisténcia pelos fitopatégenos, deriva dos
produtos ocasionando contaminagdes ambientais, além de causarem grandes riscos
a saude humana. Nos ultimos anos vem surgindo uma grande preocupagao da
sociedade em relagdo a esses problemas gerados pelo uso indiscriminado de
agrotéxicos, incentivando assim a busca de alternativas mais sustentaveis e
racionais para o controle de fitopatdégenos e pragas nas diferentes culturas (Gullino &
Kuijpers,1994).

A pinta preta € uma doenga emergente no estado do Rio Grande do Sul e tem
despertado grande preocupacgao, devido ao fato de n&o haver, até o presente
momento, um controle efetivo da doenga, mesmo nos paises onde a mesma ocorre
ha mais tempo.

A utilizagdo de fungos e leveduras no biocontrole vem despertando grande
interesse na comunidade cientifica pelo fato de alguns microorganismos
interromperem algum estagio da doenca ou do ciclo de vida do patégeno através de
diversos mecanismos, tais como: parasitismo, producdo de antibidéticos e enzimas
hidroliticas, competicdo por nutrientes e nichos de colonizagdo. A prevengao da

infecgao, reducao da colonizagao, diminuicdo da esporulacdo ou da sobrevivéncia



do patégeno podem proporcionar diferentes niveis de controle através da utilizacao
de microrganismos antagénicos (Punja & Utkhede, 2003).

Em virtude de prejuizos causados por G. citricarpa na comercializagdo de
frutos in natura, principalmente no mercado externo, e em virtude do crescente
interesse pela utilizagdo de métodos nao agressivos ao ambiente, ou que ao menos
reduzam a utilizagao de fungicidas no controle da doenca, neste trabalho procurou-
se analisar a diversidade da microbiota endofitica do citros e avaliar o potencial da

utilizacdo desta no controle do desenvolvimento de G. citricarpa in vitro e in vivo.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral
Avaliar um método de controle biolégico de Guignardia citricarpa através da
utilizagdo de microorganismos endofiticos, isolados de citros no estado do Rio

Grande do Sul, em pomares manejados de forma organica.

1.2.2 Objetivos especificos

1. Identificar e caracterizar a biodiversidade de microorganismos endofiticos em
citros em pomares de cooperativados da ECOCITROS.

2. Identificar relagbes interespecificas entre isolados obtidos e Guignardia citricarpa
através do pareamento in vitro;

3. Avaliar o efeito da inoculagédo de isolados endofiticos selecionados no controle

de Guignardia citricarpa em casa de vegetacao;



4. Avaliar o efeito da inoculagédo de isolados endofiticos selecionados no controle

de Guignardia citricarpa em campo;

1.3 Hipotese
e Diversos fungos endofiticos da cultura dos citros possuem diferentes
espectros de antagonismo a Guignardia citricarpa;
e A microbiota endofitica pode ser uma ferramenta para o controle bioldgico de

Guignardia citricarpa em citros



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura do citros

A cultura dos citros é de grande importancia, pois contribuem como uma
6tima fonte de vitamina C na dieta humana e tém uma 6tima aceitacdo mundial,
tanto na forma de fruta fresca quanto em suco.

No Brasil, a expansdo da cultura do citros € devida ao seu alto valor de
exportagao, contribuindo assim de forma social, gerando um grande numero de

empregos (Victoria et al., 1991).

Em 2005, o Brasil produziu 16.917.558 Ton. de laranja e 1.304.743 Ton. de
tangerinas, em uma area de 887.001 ha O Estado do Rio Grande do sul contribuiu
com o montante, produzindo 356.398 Ton. de laranja e 174.746 toneladas de
tangerina em uma area de 40.423 ha (IBGE, 2005). Estes dados demonstram uma
baixa produtividade no Estado do Rio Grande do Sul, sendo os problemas

fitossanitarios o principal fator que ocasiona esta baixa produtividade.

A citricultura do Rio Grande do Sul esta concentrada principalmente nos Vale
do Cai e Taquari, nos municipios de Montenegro, Sdo Sebastido do Cai, General
Camara, Triunfo e Taquari (Dorneles, 1980). A Citricultura foi introduzida em 1760,
como uma alternativa econémica para as propriedades da regido, porém teve uma

queda na producdo devido ao éxodo da mao-de-obra atraida pelas industrias de



calgados (Schimidt e Dal Soglio, 2003). A citricultura nesta regido sempre esteve
ligada a agricultura familiar, pois a regido caracteriza-se por possuir pequenas
propriedades de quatro ha em média. Estes agricultores sao apoiados por diferentes
projetos da iniciativa privada e do governo, como PRORENDA Agricultura Familiar;
ONGs, como o Centro Ecoldégico; O CETAP (Centro de Estudos de Tecnologias
Alternativas Populares); O CAPA (Centro de Apoio ao Pequeno Agricultor); A
Fundagdo Gaia; A pastoral da Terra; A ECOCITUS (Cooperativa dos Citricultores
Ecoldgicos do Vale do Cai)(Schimidt, 2004), além de projetos em parceria com a
UFRGS.

Dentre os diversos problemas da cultura, os fitossanitarios vém tendo uma
grande importancia devido a aquisicdo de resisténcia pelos fitopatégenos aos
ingredientes ativos dos agrotoxicos utilizados, além de risco ao meio ambiente e
principalmente a saude dos agricultores e consumidores do produto. Tendo em vista
a importancia desta cultura para a regido, urge a necessidade de tecnologias para
proporcionar um manejo mais sustentavel da citricultura, melhorando a qualidade de

vida para essas familias de produtores (Schimidt, 2004).

2.2 Principais doencgas

A cultura dos citros é constantemente afetada em relacao a sua produtividade
devido ao ataque de diversas doencas, dentre as quais vem despertando maiores
preocupagodes atualmente na citricultura gaucha, podemos destacar: a mancha preta
dos citros (MPC), também chamada de pinta preta, tendo como agente causal
Guignardia citricarpa Kiely, que afeta todas as variedades de laranjeiras doces,
limoeiros verdadeiros, tangerineiras e hibridos; O cancro citrico, causado pela

bactéria Xanthomonas axonopodis pv. Citri; A podridao floral dos citros (PFC),



também conhecida como "estrelinha", que é causada pelo fungo Colletotrichum
acutatum J.H. Simmonds e afeta flores e frutos recém-formados de quase todas as
variedades de citros de interesse comercial; E a mancha de alternaria, causada pelo

fungo Alternaria alternata sp. Citri. (Fr.) Keissl..

2.2.1 Mancha preta do citros

A mancha preta dos citros (MPC) ou pinta preta, causada pelo fungo G.
citricarpa, cuja fase anamorfica corresponde a Phyllosticta citricarpa (Mc Alp.) Van
der Aa, foi relatada pela primeira vez em 1895 na Australia, causando muitas perdas
(Sutton et al., 1966). No Brasil, o primeiro relato da ocorréncia na década de 40 em
uma feira livre no municipio de Piracicaba em Sao Paulo (Averna-Sacca, 1940) e ja
era uma doenca epidémica na Africa do Sul, China e em alguns outros paises da
Ameérica do sul como Argentina e Peru (Sutton et al., 1966). Na década de 80 foi
relatada sua ocorréncia no estado do Rio de Janeiro (Robbs et al., 1980). No estado
do Rio grande do sul, mais precisamente na regido citricola do Vale do Cai, Robbs &
Bittencourt identificaram em 1995 a ocorréncia epidémica da doenga, tratando-se de
uma doenca emergente no sul do Brasil, causando crescentes prejuizos para a
citricultura. As lesbdes nos frutos acarretam a perda do valor comercial in natura,
devida a sua aparéncia, porém nao alteram seu sabor, permitindo a utilizacdo dos
frutos na industria de sucos. No caso da exportagéo, esta doenga tem importancia
maior, por tratar-se de uma barreira fitossanitaria para o mercado europeu (Aguilar et

al., 2002).



2.2.2 Etiologia

O agente causal da MPC é um Ascomiceto, Loculoascomiceto, da ordem
Dothideales e familia Dothideacea (Sivanesan, 1984). Foi primeiramente descrito por
McAlpine, em 1899 (Mcconie, 1964), na sua forma assexuada, sendo denominado
de Phoma citricarpa McAlpine. Em seguida, surgiu uma nova denominagéo
Phyllosticta citricarpa (McAlp.) van der Aa (sin.= Phyllosticta citricarpa (McAlp.)
Petrak.). O estagio sexual do patégeno foi descoberto por Kiely, em 1948, sendo
chamado de Guignardia citricarpa Kiely (Kotzé, 1981, 1996).

No ano de 1964, Mcconie descreveu duas variantes de G. citricarpa
morfologicamente idénticas, com ocorréncia nos citros, sendo uma delas patogénica
e a outra endofitica. Diversos estudos posteriores tentaram diferir as duas espécies,
porém nao foram identificadas diferengcas morfoldgicas. A Unica caracteristica que
diferiu foi o crescimento micelial, em que isolados patogénicos de G. citricarpa
cresciam mais lentamente que Guignardia sp. dificultando, assim, a identificacao.
Entretanto, atualmente sabe-se que a forma endofitica € outra espécie denominada
de G. mangiferae (anamofica: Phyllosticta capitalensis) (Baayen et al., 2002). Estes
autores identificaram diferengas genéticas entre as duas espécies através da analise
da regiao intergénica do DNA ribossomal, possibilitando um diagnédstico mais rapido
€ preciso.

G. citricarpa possue dois tipos de esporos: os assexuais (picnidiésporos), que
se desenvolvem em folhas e frutos da planta, e os esporos sexuais (ascosporos),

que se desenvolvem nas folhas em decomposigéo no solo (Fundecitrus, 2000).



2.2.3 Sintomatologia

Ha varios tipos de sintomas, podendo variar dependendo do tamanho e fase
de maturacdo do fruto, condi¢cdes climaticas e tipo de esporo responsavel pela
infecgdo (Fundecitrus, 2000). O surgimento dos sintomas é favorecido pela
luminosidade juntamente com altas temperaturas, sendo mais comum encontram-se
frutos com maior niumero de lesdes na face voltada para o norte, onde ha maior
incidéncia de luz solar.

O sintoma mais caracteristico da MPC é a formagdo da mancha preta ou
mancha dura, a qual surge quando os frutos tornam-se amarelos, levando a
maturacdo externa. As lesdes sdo deprimidas, com bordos bem definidos, com
centros acinzentados e pontos escuros que sao as frutificagdes (picnidios). Nos
frutos verdes, as lesbes apresentam um halo amarelado ao seu redor. Frutos
colhidos assintomaticos podem apresentar os sintomas posteriormente, porém
apresentam areas deprimidas e pontuacdes negras (Fundecitrus, 2000). A falsa
melanose, lesdo pequena e com numerosos pontos escuros ao seu redor, pode ser
confundida com a doenga melanose dos citros, causada pelo fungo Diaporthe citri. A
diferenca das lesdes esta na textura: na melanose é aspera enquanto na pinta preta
€ lisa (Fundecitrus, 2000). A mancha rendilhada apresenta lesées superficiais sem
bordas definidas e textura lisa, que aparecem quando os frutos ainda estdo verdes,
podendo atingir grande parte da superficie do fruto. A mancha trincada é superficial
e ocorre em pequeno numero em frutos ainda verdes. Quando o fruto amadurece, a
lesdo trinca e esta sempre associada ao acaro da falsa ferrugem (Phyllocoptruta
oleivora). A mancha sardenta é levemente deprimida e avermelhada, aparece em
frutos maduros e também na pods-colheita. Frutos ja contaminados, mas sem

sintomas, podem expressar lesbes durante o armazenamento ou transporte. A



mancha virulenta origina-se do aumento do tamanho e da fusdo dos outros tipos de
lesdes. Com o desenvolvimento, podem tomar grandes areas da superficie do fruto
(Fundecitrus, 2000).

Os sintomas nas folhas ndo séo observados em grande frequéncia. Quando
ocorrem, sdo evidentes nas duas faces da folha e as lesdes sdo semelhantes as da

mancha preta ou dura observada nos frutos (Fundecitrus, 2000).

2.2.4 Epidemiologia

Diversos fatores afetam a epidemiologia, como a quantidade de inéculo, as
condigdes climaticas, o ciclo da planta e idade do fruto (Kotzé, 1988).

O agente causal da MPC possui ciclos bem definidos. No ciclo primario ocorre
a fase sexual de G. citricarpa, cujas estruturas infectivas sdao os ascosporos,
responsaveis pela introdug¢do do patdégeno nos pomares e surgimento das epidemias
a cada ciclo da cultura. Os peritécios sao estruturas responsaveis pela formagao dos
ascos e ascosporos, s6 podem ser encontrados completos e maduros em folhas em
estado de decomposicdo. A producio de ascésporos é dependente do momento da
desfolha, da velocidade de decomposigao das folhas e esta diretamente relacionada
com as temperaturas e precipitacbes prevalecentes (Alcoba et al., 2000). Os
ascocarpos nao sao encontrados em lesées de frutos e folhas, distribuem-se de
forma isolada ou agregada, tém formato globoso, coloragdo castanho-escuro, 95-
125 ym de didmetro, ostiolo ndo papilado, circular, com 10-17,5 ym de didmetro e
pseudoparafises ausentes. Os ascos s&o cilindricos clavados (40-64 X 12-15 pm),
de parede Dbitunicada contendo oito ascésporos unicelulares, hialinos,
multigutulados, cilindricos com o centro dilatado (12,5-16 X 4,5-6,5 pm) e apéndices

hialinos nas duas extremidades obtusas (Feichtenberger et al., 1997; Baldassari et
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al., 2001). Os ascoésporos liberados séo ejetados a uma altura de 1cm, transportados
por correntes de ar e podendo ser disseminados através de longas distancias. A
producdo de esporos sexuais no ciclo primario € de suma importancia para a
sobrevivéncia do fungo, pois esses (esporos sexuais) possuem maior viabilidade e
tolerancia a seca.

O ciclo secundario é caracterizado pela fase assexual do fungo P. citricarpa.
Nessa fase anamorfica, P. citricarpa produz picnidios em lesdes de frutos e folhas e
ocasionalmente no pedunculo de frutos. Os picnidios sdo de coloragdao marrom-
escuro ou preta, solitarios ou agregados, globosos (115-190 ym de diametro),
apresentando um ostiolo levemente papilado e circular, de 12-14,5 ym de didmetro
(Feichtenberger et al., 1997). Os conidios apresentam forma ovoide a eliptica (8-10,5
X 5,5-7 ym) ou subglobosos, sao hialinos, unicelulares, multigutulados, com um
apéndice (5-10 um) hialino numa das extremidades (Feichtenberger et al., 1997;
Baldassari et al., 2001). Em frutos maduros e folhas caidas, sdo produzidos
picnidios, que por sua vez produzem conidios (Smith, 1996). Os conidios s&o as
principais estruturas responsaveis pela disseminagédo do fungo a curta distancia, e
emergem de um ostiolo, envolvidos por uma substancia muscilaginosa que é
facilmente solubilizada e transportada pela agua das chuvas, orvalho ou irrigacao,
atingindo a superficie de 6rgaos suscetiveis, e iniciando novas infecgcbes (Kotzé,
1981; Robbs et al., 1985).

O periodo critico de suscetibilidade dos frutos para MPC ocorre em frutas
desde 2-3mm de didmetro até cerca de seis meses apds a queda das pétalas
(Kotzé, 1981). A doenca é severa em plantas mais velhas e com o envelhecimento
do pomar de citros a incidéncia tende a aumentar (Kotzé, 1981). Na Africa do Sul o

periodo critico para a infecgdo ocorre apds a queda das pétalas e estende-se até
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quatro a cinco meses de desenvolvimento dos frutos. No Brasil, este periodo parece
ser maior (Kotzé, 1988).

Os esporos, sexuais e assexuais, germinam na superficie de orgaos
suscetiveis e produzem tubo germinativo e apressorio do qual se origina um delgado
‘peg” de penetragao que penetra a cuticula, dando origem a uma pequena massa de
micélio entre a cuticula e a epiderme do 6rgao infectado. Nessa regido o micélio
subcuticular quiescente do fungo pode permanecer dormente por até doze meses.
Esta dorméncia ou infeccao latente pode ser interrompida quando o fruto atingir seu
tamanho final e ou quando a folha, ja caida, comegar a decompor-se. O patégeno,
entdo, cresce a partir do micélio subcuticular e coloniza tecidos mais internos,

produzindo os sintomas tipicos da doenga (Mcconie, 1967; Kotzé, 1988).

2.2.5 Controle

Dentre a medida mais recomendada para o controle da MPC, destacam-se o
plantio de mudas sadias, a remocgao dos frutos tempordes a fim de reduzir a fonte de
in6culo antes da florada, a utilizacdo de quebra vento na propriedade, uso de
irrigacdes no inverno para prevenir a queda excessiva de folhas, nutricdo adequada
e uso de fungicidas (Feichtenberger et al., 1997). Para o controle quimico, séao
recomendados fungicidas protetores e ou sistémicos, associados ao 6leo mineral e
ou vegetal. Esse é o principal método de controle utilizado em pré e pods-colheita
(Gbes, 1998). Entretanto, alguns ingredientes ativos tém mostrado baixa eficiéncia,

uma vez que a utilizagdo massiva promoveu a selegdo de isolados resistentes.
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2.2.5.1 Controle bioldgico utilizando fungos e bactérias

Nos ultimos anos, diversos estudos demonstram a importancia e eficiéncia de
alguns microorganismos no controle biolégico de fitopatégenos. O entendimento do
ciclo do patégeno é de suma importancia para a eficiéncia de qualquer estratégia de
controle. A interrupcdo da infeccdo, reducdo da colonizagdo, esporulagdo ou
sobrevivéncia do patégeno proporcionam diferentes niveis de controle, essas
alteragdes podem ser geradas através da utilizagdo de agentes bioldgicos (Punja &
Utkhende, 2003). Muitos fungos e leveduras estdo naturalmente presentes na
microbiota  endofitica, utilizando e interagindo de diferentes formas com o
hospedeiro. Diversas pesquisas estdo sendo desenvolvidas nos ultimos anos e
resultando em registros de varios agentes microbianos de uso comercial para o
controle biolégico. Diversas informagdes sao necessarias antes da liberagédo de um
produto comercial, com relagéo a eficacia, modo de acao do agente, sobrevivéncia,
colonizacdo, metabdlitos com potencial toxico para espécies nao alvo, dentre outros.

Nesse sentido, estudos vém sendo realizados para desenvolver o controle
biolégico da MPC, como a utilizacdo de Saccharomyces cerevisae (Pascholati,
1998). Varios sao os mecanismos utilizados pelos agentes de biocontrole, como o
parasitismo, a producdo de compostos antibidticos e de enzimas extracelulares. Tais
mecanismos interferem nos fatores de patogenicidade, como é o caso da produgao
de cisteina proteases por Trichoderma harzianum Rifai (1969) na inibicdo da
atividade de enzimas hidroliticas, em especial poligalacturonases, um importante
fator de patogenicidade em muitos fungos (Elad & Kapat, 1999). Também induzem
resisténcia na planta hospedeira (Rodov et al., 1994), onde levedura induziu a
producao de fitoalexinas em citros. A competicdo por nutrientes e nichos de

colonizagéo também afetam o patégenos, como a agao de espécies de Trichoderma
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e Gliocladium (Harman, 2000). E provavel que os diferentes mecanismos atuem em
sinergia durante a interacdo antagbnica (Punja & Utkhede, 2003). O controle
biologico utilizado atualmente tem como objetivo, evitar a penetracdo dos patégenos
nos tecidos de frutos e hortalicas e seu posterior desenvolvimento durante o
armazenamento (Bettiol & Ghini, 1995). As leveduras témse mostrado promissoras
no controle de doengas que ocorrem em poés-colheita, devido a facilidade de integrar
0 seu uso ao ambiente e o sistema usado para manejo das frutas (Wisniewski et al.,
1991). As espécies de leveduras mais citadas como agentes de controle biolégico na
pos-colheita de citros sdo: D. hansenii, Rhodotorula mucilaginosa e C. oleophila
(Valdebenito-Sanhueza, 2000). As leveduras tém sido os microrganismos
preferencialmente utilizados quando o objetivo é a protegéo de frutos destinados ao
consumo in natura, pelo fato destes organismos n&o serem bons produtores de
antibidticos, uma vez que estas substancias séo indesejaveis para a dieta do homem
(Valdebenito-Sanhueza, 2000). As leveduras também parasitam e degradam hifas
de fungos patogénicos, quando se encontram aderidas nas hifas de fungo, bem
como a elevada producédo de glucanase a partir de diferentes fontes de carbono
(Valdebenito-Sanhueza, 2000). A levedura Pichia guilliermondii Wick. (1966) inibe
Botrytis cinerea Pers. (1794) e se adere fortemente ao micélio fungico (Wisniewski et
al.,, 1991). As bactérias apresentam uma grande diversidade na microbiota de
inUmeras espécies, para sua identificacao é necessario a obtencéo de cultura puras,
e para tal utilizam-se muitas vezes caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e
bioquimicas. Diversos sdo os beneficios atribuidos a utilizacdo de determinadas
espécies endofiticas, como promogéao do crescimento, controle biolégico de pragas e
doencas, fixacdo de nitrogénio, indugdo de resisténcia, producdo de antibidticos

(Downing et al., 2000; Verma et al., 2001; Hallmann, 1997; Strobel & Daisy, 2003).
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2.2.5.2 Taxonomia de microorganismos endofiticos

A visualizacdo do crescimento micelial sobre meio de cultura muitas vezes
nao é suficiente para uma identificagcdo precisa da espécie ou até mesmo em nivel
de género, € necessaria uma analise morfologica das estruturas reprodutivas,
principalmente sexuais. Segundo Petrini (1986), a identificacdo dos fungos
endofiticos torna-se muito dificil dada a escassez de informagdes sobre o cultivo de
especies ja descritas e também do microhabitat caracteristico de cada tecido
vegetal. Diversos géneros ja foram descritos, os quais sao classificados entre os
Basidiomicetos, Deuteromicetos e Cromista (Agrios 1998). Porém, a maioria dos
fungos endofiticos é representada por Ascomicetos, os quais estédo distribuidos entre
Loculoascomicetos, Discomicetos e Pirenomicetos (Petrini, 1986). A taxonomia da
microbiota endofitica torna-se muito dificil através de técnicas classicas utilizadas
para a caracterizacdo de fendtipos. Novas técnicas baseadas na utilizacdo de
marcadores moleculares de DNA tém sido utilizadas com sucesso para identificar
espécies de fungos, leveduras e bactérias.

Atualmente, os genes mais utilizados para tal identificagdo sdo os genes
ribossomais rDNA, pois se repetem centenas de vezes, incluindo 3 genes: rDNA
18S, 5,8S e 28S. Estes genes sao separados por dois espacgos internos transcritos:
ITS1 e ITS2, que separam as regides conservadas 18S, 26S e 5,8S. Através da
técnica de PCR, se obtéem um fragmento delimitado destas regides. Com o seu
posterior sequenciamento, € possivel uma identificagdo mais precisa e rapida de
espécies em relagao a identificacao por métodos tradicionais. Varios estudos relatam
a caracterizacao e identificacdo de isolados de fungos e bactérias, utilizando essa
técnica baseada na amplificacdo e sequienciamento das regides intergénicas do

rDNA, 16S, ITS1 e ITS2 ( Costa-Neto, 2002).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencéo dos isolados
3.1.1 Coleta do material

As amostras foram coletadas semanalmente de folhas, ramos e frutos de
citros de pomares localizados em duas propriedades na principal regido produtora de
citros do estado do Rio Grande do Sul (Figura 1). Também foram coletados frutos
aleatoriamente, provenientes de diversos municipios na central de beneficiamento
de frutas da ECOCITROS, procurando obter a maior representatividade da
microbiota endofitica de fungos filamentosos em citros desta regiao.

O material coletado foi acondicionado em jornal umedecido e colocado em
sacos plasticos previamente identificados. As amostras permaneceram
acondicionadas em caixas térmicas, para o transporte até o laboratério a fim de
garantir temperatura constante até o momento da desinfestacdo superficial e

plaqueamento.
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FIGURA 1. Localizacao ‘da principal regido produtora de citros do estado do Rio
Grande do Sul e seus municipios.

3.1.2 Desinfestacao

Para o isolamento flngico, seccdes de 1 cm? de folhas e de exocarpo e de
2cm de ramos, foram desinfetadas através de lavagem em agua corrente durante 15
min, seguida de imersao em etanol 70% durante 2 min, imersdo em hipoclorito de
sédio 2% durante 4 min e etanol 70% durante 1 min. Apds a desinfestagéo, os
explantes foram lavados em ambiente asséptico com agua destilada e autoclavada
(ADE) (Araujo et al., 2001), e transferidos para placas de Petri contendo meio de
cultura BDA (batata-dextrose-agar: infusao de 200g de batata, 20g de glicose e 15g

de agar para o volume de 1 L) com estreptomicina (Whiteside et al., 1992).
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Para o isolamento bacteriano, os tecidos vegetais foram desinfetados através
de lavagem em agua corrente durante 15 min., seguida de imersdo em etanol 70%
durante 2 min, imersdo em hipoclorito de sédio 2% durante 4 min e etanol 70%
durante 1 min. seccdes de 1 cm? de folhas e de exocarpo € de 2cm de ramos, apos
a desinfestagdo, foram enxaguados em ambiente asséptico com agua destilada e
autoclavada (ADE) (Araujo et al., 2001), e transferidos para placas de Petri contendo
meio de cultura TSA (Trypic Soy Agar) 5% (Araujo et al., 2001) suplementado com

Benomil (50 pg mL-1) para inibicdo do crescimento fungico (Lavaca et al., 2006).

3.1.3 Isolamento

As placas foram incubadas a 25°C acondicionadas em BOD sob fotoperiodo
de 14 h. O desenvolvimento das colbnias foi avaliado em intervalos de 24 h através
de microscopia estereoscoépica. Cada colbnia foi repicada para nova placa de Petri
contendo meio de cultura BDA para posterior diluicdo e semeadura em novo meio de
cultura, a fim de obterem-se isolamentos monosporicos.

Os isolamentos monospdricos foram numerados de acordo com seus locais
de origem e ordem de isolamento, esses foram repicados para tubos de ensaio
contendo BDA, onde foram etiquetados, catalogados e acondicionados em

refrigerador a aproximadamente 5°C.

3.2 Identificag&o dos microorganismos
Para a identificacdo foram observados os aspectos macro e micro-
morfolégicos das estruturas vegetativas e reprodutivas, utilizando um microscopio

Olympus BX41. Os resultados foram comparados com base em literatura especifica.
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As bactérias foram avaliadas morfologicamente e através de testes

bioquimicos.

3.3 Confronto intraespecificos

Os isolados de G. citricarpa foram avaliados em relagdo a sua
agressividade através da avaliagdo da taxa de crescimento micelial. Os isolados
selecionados foram confrontados com eles mesmos (controle) e com os demais
isolados selecionados, em todas as combinagdes possiveis. Baseado na
metodologia de Webber & Hedger (1986), indculos de 0,6 cm de didmetro foram
pareados em placas de Petri com meio BDA, a uma distancia de 4 cm entre as
colbnias, sendo estas incubadas a 25°C, no escuro, por 45 dias. A avaliacdo do
crescimento e morfologia da zona de interagdo micelial foi feita periodicamente, em
intervalos de trés dias. A resposta de cada isolado foi avaliada em relagdo ao
controle através de analise estatistica. Os critérios utilizados para a avaliagdo das
interagdes foram baseados nas descri¢gdes de Brayford (1990), Kay & Vilgals (1992),
Rodrigues et al. (1995) e Faillace (1996). Confrontos que n&o apresentam
significancia, ambos os isolados, tornam-se representativo para o estudo das
especies antagonistas. Havendo alteragdes, mais de um isolado da mesma espécie

€ confrontado no estudo de antagonismo com os demais.

3.4 Confrontos interespecificos in vitro

Para a avaliagao do antagonismo, foram utilizados testes de cultivo pareado
conforme metodologia descrita por Dennis & Webster (1971) e Benhamou & Chet
(1993) modificada. Primeiramente foi realizada a multiplicacdo do patégeno G.

citricarpa e dos possiveis microorganismos com potencial antagbnico em meio de
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cultura BDA. Em uma placa de Petri contendo meio de cultura BDA, foram
colocados discos de meio de cultura BDA, com cerca de 0,6 cm de diametro,
contendo os isolados de G. citricarpa. Nas mesmas placas de Petri, apos 5 dias,
foram inoculados os discos de meio de cultura BDA, com cerca de 0,6 cm de
didametro, contendo fungos filamentosos com potencial antagbnico ao patégeno,
dispostos a 3 cm da borda da placa, mesma distancia dos discos dos patdgenos,
entretanto no lado oposto a G. citricarpa. J& para as bactérias e leveduras foi
realizada a semeadura de suspensdes, com auxilio da Alga de Drigalski, a 3 cm da
borda da placa de Petri do patégeno, no lado oposto ao inoculado com G. citricarpa.
As placas foram incubadas em camaras de crescimento a 25 +2°C e fotoperiodo de
14 h.

Os isolados sob teste de antagonismo foram mantidos a 25 +1°C durante
quinze dias. Apos, foram realizadas as mensuragdes dos didmetros das colonias de
patégenos e antagonistas, com o auxilio de paquimetro digital, a fim de detectar
possiveis inibicdes do crescimento radial do micélio de G. citricarpa. As medigdes

tiveram inicio apds 48 h da inoculagado dos antagonistas.

3.5 Inoculagdo em casa de vegetacao

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, no departamento de
Fitossanidade da Faculdade de Agronomia — UFRGS. A cultivar Montenegrina,
enxertada sobre Poncirus trifoliata em Citro-potes cedido pelo departamento de
Horticultura da Faculdade de Agronomia, UFRGS. As suspensbes bacterianas e
fungicas foram preparadas adicionando-se agua destilada esterilizada (ADE) sobre
culturas puras, sendo transferidos para agua através da raspagem do meio,

utilizando um pincel, apés 24 horas de cultivo em placas de Petri quando
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bacterianas (Santos et al., 2005) e quando fungica, crescimento de quinze dias em
placas de Petri.
A concentragéo de esporos foi estimada através da contagem utilizando uma

camara de Neubauer, claculando-se de acordo com a seguinte férmula:

>Ne x 2000 = Ce/ml
Onde:
> Ne = Soma do numero de esporos encontrados nas cinco camaras;

Ce/ml = Concentracao de esporos por ml de ADE

A inoculagao foi feita através da aspersdo da suspensao de indculo na
concentragdo de 1 x 10° conidios.ml” quando fungo e 1 x 10° ufc.ml™ quando
bactérias, juntamente com Tween 1%. As inoculagbes dos isolados endofitos, foi
feita cinco vezes em um periodo de 35 dias (Figura 2). Durante o periodo foram
feitos re-isolamentos de folhas das plantas, para observar a presenca dos

microorganismos inoculdos.

FIGURA 2. Mudas de tangerina cv. Montenegrina com seus respectivos
tratamentos e repeticdes, em casa de vegetacdo, Porto Alegre,
RS, 2007-2008.
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Apds a deteccdo da presenga do microorganismo, as plantas foram
separadas e distribuidas aleatoriamente onde inoculuo-se dois isolados de G.
citricarpa, comitantemente, na concentracdo de 1 x 10° esporos.ml'1, de cada
isolado. As plantas com folhas jovens, no tergo inicial do estadio de
desenvolvimento. A testemunha foi pulverizada apenas com agua e Tween 1%. As
plantas assim tratadas foram mantidas em condi¢des de cadmara umida (cobertas
com sacos plasticos) por 72 h, posteriormente a retirada das sacolas plasticas, as
plantas foram molhadas diariamente, a fim de se manter um ambiente umido. O
experimento foi conduzido durante quatro meses, sendo as inoculagdes feitas duas
vezes.

Foram utilizados dez tratamentos, sendo nove isolados endofiticos e agua
como controle, todos com Tween 1%. O delineamento experimental foi de parcelas
inteiramente casualizadas, com trés repeticdes. As avaliacbes foram feitas pela

contagem do numero de folhas com sintomas de G. citricarpa, por planta.

3.6 Inoculacdo em campo

O experimento foi conduzido no periodo de setembro de 2007 a margo de
2008, em pomares de tangerina cv. Montenegrina (enxentadas sobre Poncirus
trifoliata) na propriedade do Sr. Claudio Laux, sob a orientacdo de Luiz Laux, seu
filho, localizada no municipio de Montenegro, RS.

O pomar situa-se em uma area de topografia plana e levemente
ondulada. Sendo a latitude e longitude do local, de 29°37°56'S e 51°28'15""W,

respectivamente, sendo situado a 32 m acima do nivel do mar (Figura 3).

21
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FIGURA 3. Vista do pomar utilizado no experimento em campo, tangerina cv.
Montenegrina, Montenegro, RS, 2007.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com trés
repeticdes . Foram utilizados doze tratamentos, sendo dez microorganismos e dois
controles, um inoculando ADE e Tween 1% e o outro onde nao foi feito nenhum
aplicacdo. A inoculagdo foi feita por meio da aspersdo de uma suspencao
contendo os isolados, na concentracdo aproximada de 1 x 10° conidios.ml”" quando
fungo e 1 x 10° ufc.ml™ quando bactéria, juntamente com Tween 1%. A inoculagdo
dos isolados endofiticos foi feita nos meses de setembro e outubro com duas
aplicagdes. Para a avaliagdo da incidéncia da doenca, foram coletados 20 frutos
aleatoriamente de cada planta, com trés repeticdes, totalizando 60 por tratamando,
coletando-se os frutos com didmetros médios de 3,5 cm. Os frutos entdo foram
avaliados em relacdo incidéncia de pelo menos uma colbnia tipica de G. citricarpa
com presencga de picnididsporos.

O presente experimento foi conduzido durando o periodo de setembro de

2007 a margo de 2008.
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3.7 Delinhamento experimental e Anélises estatisticas

No pareamento dos microorganismos in vitro, os dados utilizados foram o
diametro médio de colbnias, com trés repeticdes, analisados por ANOVA com pos
teste de Tukey (p=0.05), utilizado o programa estatistico SOC/NTIA (EMBRAPA).

Nos experimentos de inoculagdes em casa de vegetagdo e em campo, a
analises de variancia foram representadas em percentagem, segundo delineamento
inteiramente casualizado com 3 repeticées, foram analisados através de ANOVA
com pos teste de Tukey (P=0.05), utilizado o programa estatistico SOC/NTIA

(EMBRAPA).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento de G. citricarpa

Das lesbdes de G.citricarpa em folhas e Frutos (Figura 4), foram obtidos 39
isolados, sendo 27 isolados provenientes da cultivar Montenegrina, seis da Pareci,
trés da Laranja do Céu, dois da Laranja de Umbigo e um da Ponkan. A frequéncia
maior de isolados na cultivar Montenegrina se justifica pelo fato que as coletas nesta
cultivar foram em maior numero e que a regiao € a maior produtora desta cultivar
(Tabela 1).

Poucos isolados provenientes de folhas foram obtidos, pois a frequéncia de
isolados obtidos de lesdes em folhas apresentou como agente causal Alternaria sp.

em maior freqUéncia.

FIGURA 4. Sintomas de mancha preta tipo mancha dura, em lesées deprimidas na
superficie da casca de tangerina Montenegrina (Citrus deliciosa Tenore),
amostrado em Montenegro, RS, 2007.
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TABELA 1. Isolados de Guignardia citricarpa e seus respectivos tecidos de origem,
cultivar de citros, Montenegro, RS, 2007.

n° isolado Tecido Cultivar Municipio
GC12 Folha Montenegrina Montenegro
GC 19 Folha Montenegrina Montenegro
GC 21 Folha Montenegrina Montenegro
GC 102 Fruto Montenegrina Montenegro
GC 103 Fruto Montenegrina Montenegro
GC 120 Fruto Montenegrina Montenegro
GC 122 Fruto Montenegrina Montenegro
GC 124 Fruto Montenegrina Montenegro
GC 125 Fruto Montenegrina Montenegro
GC 126 Fruto Montenegrina Pareci Novo
GC 127 Fruto Montenegrina Pareci Novo
GC 128 Fruto Montenegrina Pareci Novo
GC 130 Fruto Montenegrina Pareci Novo
GC 131 Fruto Montenegrina Pareci Novo
GC 132 Fruto Montenegrina Pareci Novo
GC 133 Fruto Montenegrina Pareci Novo
GC 134 Fruto Montenegrina Pareci Novo
GC 135 Fruto Montenegrina Pareci Novo
GC 136 Fruto Montenegrina Pareci Novo
GC 138 Fruto Montenegrina Pareci Novo
GC 139 Fruto Ponkam Pareci Novo
GC 140 Fruto Montenegrina Barao
GC 141 Fruto Montenegrina Montenegro
GC 142 Fruto L. do Céu Montenegro
GC 143 Fruto L. do Céu Montenegro
GC 144 Fruto L. do Céu Montenegro
GC 145 Fruto Pareci Montenegro
GC 146 Fruto Pareci Montenegro
GC 147 Fruto Montenegrina Montenegro
GC 148 Fruto Montenegrina Montenegro
GC 150 Fruto Pareci Montenegro
GC 151 Fruto Pareci Montenegro
GC 153 Fruto Montenegrina Montenegro
GC 154 Fruto Pareci Montenegro
GC 155 Fruto Pareci Montenegro
GC 156 Fruto Montenegrina Barao
GC 157 Fruto Montenegrina Tupandi
GC 158 Fruto L. Umbigo Tupandi
GC 158 Fruto L. Umbigo Barao

25
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4.2 Isolamento de microorganismos endofiticos dos citros
Foram isolados um total de 393 enddfitos de fragmentos de folha, ramos e
frutos de plantas de citros, sendo 335 fungos filamentosos, 55 bactérias e trés

leveduras (Tabela 2).

TABELA 2. Frequéncia total e relativa de microorganismos endofiticos isolados de
citros em seus respectivos tecidos vegetais. Porto Alegre, RS, 2007.

Org&o da Planta

Grupo de isolados Folhas Ramos Fruto Total
Fungos Filamentosos 313 (69,64%) 17 (4,32%) 5(1,27%) 335 (85,24%)
Bactérias 15 (1%) 23 (3,8%) 17 (4,32%) 55 (13,99%)
Leveduras 2 (0,5%) 1(0,25%) 0 3 (0,75%)
Total 330 (83,71%) 41 (10,68%) 22 (5,59%)

Na tabela 2, pode-se observar que os fungos filamentosos foram mais
freqUentes em folhas em relagéo as bactérias. Ja nos ramos e frutos foi observado o
inverso, sendo as bactérias mais preponderantes. Resultados estes também
observados por Sartori (2003). Souza (2004) afirma que as folhas sao por onde
inicialmente os fungos colonizam as plantas, apesar das folhas apresentarem uma
janela de infecgdo pequena durante o crescimento foliar, cerca do primeiro tergo do
seu crescimento.

As folhas foram a parte da planta mais coletada, podendo assim justificar a
maior freqléncia de microorganismos endofiticos isolados. Além disso, sabe-se que
a parte da planta que apresenta uma maior area superficial especifica é a foliar,
receptando assim um maior nimero de esporos. Ja nos ramos e frutos, a freqiéncia
de bactérias em maior numero pode ser justificada por se tratarem de tecidos que
apresentam um maior fluxo de seiva, fundamental para a translocacdo dos

microorganismos na planta, que a colonizam de uma forma sistémica.
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4.3 ldentificacédo de fungos endofiticos
Foram isolados 338 fungos endofiticos, sendo 315 de folhas, 18 de ramos e 5
de frutos (Tabela 3).

TABELA 3. Identificagdo de fungos endofiticos isolados de plantas citricas e seus
respectivos tecidos de origem. Porto Alegre, RS, 2008.

Géneros folhas ramos frutos total
Alternaria ssp. 76 2 5 83
Colletotrichum sp. 15 0 0 15
Bipolaris sp. 13 0 0 13
Xylaria sp. 22 0 0 22
Trichoderma sp. 5 0 0 5
Fusarium sp. 5 0 0 5
Cladosporium sp. 2 0 0 2
Identificados 138 2 5 145
Nao identificados 177 16 0 193
Total 315 18 5 338

A observagdo das caracteristicas morfologicas dos isolados através da
microscopia optica possibilitou a identificagdo de alguns géneros (Tabela 3). A maior
freqiéncia de Alternaria sp., que € agente causal de podriddes florais em citros e
lesdes necroéticas em folhas, em relagdo a G. citricarpa verificada neste trabalho é
semelhante a observada no isolamento de fungos em pomares de macieira
(Johnston, 1994; Sartori, 2003), em tecidos de bananeira (Photita et al., 2001), em
eucalipto (Bertoni & Cabral, 1988), em folhas de milho e soja (Fisher et al.,1992) e
em Cataceas (Fisher et al., 1994), demonstrando que é um género de espectro de
ocorréncia bem abrangente. Com relagdo a diversidade de fungos isolados, sete
géneros puderam ser identificados. Este resultado esta de acordo com os de Pereira
et al. (1993), que isolaram um grande numero de espécies, nas quais se incluem
Colletotrichum sp. e Xylaria sp., de plantas tropicais pertencentes a diversos
géneros, e com os de Glienke (1995), que encontrou Colletotrichum sp. colonizando

endofiticamente em citros.



28

Isolados de Fusarium spp. tém sido detectados em raizes de diferentes variedades
de bananeira em diversos paises para a utilizagdo como agentes de controle
biolégico de nematoides (Speijer, 1993; Amin, 1994; Schuster et al., 1995).
Metabdlitos toéxicos produzidos por Fusarium sp. endofitico n&o patogénico
foramconsiderados por Hallmann & Sik~r= /1006) agentes potenciais da redugao da
atividade de Meloidogyne incognica.

O microorganismo Trichoderma sp. que também foi identificado como
endofitico de citros neste trabalho, € um género de distribuicdo ampla em diferentes
tipos de habitats naturais, principalmenrte nne nne possuem matéria organica. Trata-
se de um micoparasita necrotréfico qus wunuvla diversos fungos fitopatogénicos
(Lifshitz et al., 1986; Melo, 1998; Wolfheckel et al., 1992; Bailey & Gilligan, 1997).
Nos ultimos anos, a atividade biocontroladora de Trichoderma vem sendo estudada,
principalmente a respeito da producdo de enzimas extracelulares que degradam a
parede celular dos fungos, tais como celulases, quitinases, a -1-D-glucanases, a -
1,4-glucosidases e proteases. Espécies, como T. reesei e T. viride, sdo utilizadas
para a produgao de celulase em escala industrial (Schaffner & Toledo, 1991).

Diversos fungos filamentosos endofiticos n&o produzem estruturas
reprodutivas em meio de cultura foram relatados por (Azevedo et al., 2000; Pena,
2000; Rubini, 2003; Camatti-Sartori, 2003), dificultando assim sua identificacdo por

caracteristicas morfoldgicas.
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4.4 ldentificacdo de bactérias endofiticas

Foram isoladas 55 bactérias endofiticas, sendo 15 provenientes de folhas, 23
de ramos e 17 de frutos (Tabela 4). Estas foram reunidas em 6 morfotipos, de
acordo com seu crescimento e coloracgao.
TABELA 4. Caracteristicas morfologicas e frequéncia de isolamento nos diferentes

tecidos e cultivares de origem. Porto Alegre, RS, 2008.
Origem dos isolados

Caracteristica da coldnia folha fruto ramo

Coloragao branca, Bac1(5) Bac1(2)

crescimento rapido (Montenegrina) (Montenegrina)

Coloragéo branca, Bac2(8) Bac3 (3) (lima) Bac4(10)

crescimento lento (Montenegrina) Bac4(2) (Montenegrina)
(Montenegrina)

Coloragao amarela Bac5(3) Bac5(8)

translucida, crescimento (Ponkam) (Ponkam)

lento

Coloragao amarela Bac6(2)

translucida, crescimento (L. Valencia)

rapido

Coloragao bege, Bac7(2)

crescimento lento (Montenegrina)

Coloragéo rosa translucida, Bac8(7) Bac8(3)

crescimento rapido (Montenegrina) (Montenegrina)

Os isolados representando o morfétipo Bac1 foram obtidas tanto de folhas
quanto de ramos da cultivar Montenegrina, assim como Bac3. Ja os morfétipos
Bac4, Bac5 e Bac8, apresentaram ocorréncia em frutos e em ramos, os demais
morfétipos em um determinado tecido vegetal, resultado este, podendo ser alterado
ou correlacionado dependendo da quantidade e frequéncia de coletas e fisiologia da
planta ao longo do ano, dindmica esta ja observada em isolados de pomares de

macieira por Camatti-Sartori (2003).
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O padréao de coloragao de gram para todos os isolados foi determinado e esta
apresentado na tabela 5. A maioria dos isolados é gram positivo, com excegao dos
isolados Bac3 e Bac6 que apresentaram resultado negativo na coloracdo de gram.

O isolado Bac6 foi compativel com Pseudomonas ssp. Pelos testes
bioquimicos apresentados, comparado com a literatura.

Os isolados Bac1 e Bac 2, apresentaram caracteristicas morfologicas e
bioquimicas do género Bacillus ssp. Sendo a espécie Bacillus ssp. descrita como a
mais usada como antagonista a patégenos (Bacon et al., 2000). Em colmo, folhas e
nodulos de trevo vermelho, Sturz e colaboradores (1997) mostraram colonizagéo de
isolados endofiticos Bacillus ssp. e Pseudomonas ssp. em raizes de canola e trigo
foi encontrada uma alta propor¢ao de Bacillus ssp. e Pseudomonas ssp., isolados

como endofiticos alem de outros (Germida et al., 1998; Misko & Germida, 2002).

TABELA 5. Testes bioquimicos de isolados de bactérias endofiticas de plantas

citricas.
isolado

Teste Bacl Bac2 Bac3 Bac4 Bac5 Bac6 Bac7 Bac8
GRAM (KOH 3%) + + - + + - + +
H,0, + + + + + + + +
Fix./Cor. + + - + + - + +
Oxidase - - - - - - - -
Malonato - - - - - - - -
Raminose + + + + + - + +
Adonitol + + - + + + + +
Salicina - - - - - - - -
Arabinose + + - + + - + +
Inositol - - - - + - + -
Sorbitol - - - - - - - -
Sacarose - - - - - - - -
Manitol - - - - - - - -

Rafinose - - + - + - + +
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4.5 Estudo do antagonismo dos isolados contra G. citricarpa

Para o teste de antagonismo foram selecionados dois isolados de G.
citricarpa, Isolado GC21 proveniente de folha e Isolado GC122 de fruto, estes
apresentaram caracteristicas que abrangessem o maior numero de isolados. Apesar
dos fungos endofiticos apresentarem a maior freqiéncia, foram utilizado para o teste
de antagonismo os tratamentos com os isolados (T58; Bac1; Bac2; Bac3; Bac4;
Bac5; Bac6; Bac7 e Bac8) e o controle (GC21)(Tabela 6). O isolado Trichoderma sp.
foi utilizado nos experimentos em casa de vegetagao e a campo, pois este apresenta
parasitismo em G. citricarpa, ndo alterando seu crescimento até o momento de
sobreposicao da colbnia, resultados estes que nao diferiram do controle.
TABELA 6. Didmetro médio do isolado GC21 confrontado em placas de Petry com

os isolados enddfitos Bac1, Bac2, Bac3, Bac4, Bac5, Bac6, Bac7, Bac8
e T58(Saccharomyces cerevisiae).

tratamento N Diametro(mm) grupo
T58 3 47.166667 a
GC21 3 39.333333 ab
Bach 3 38.333333 bc
Bac4 3 35.666667 bcd
bac6 3 34.666667 bcd
Bac3 3 32.666667 bcde
Bac2 3 32.333333 bcde
Bac7 3 29.833333 cde
Bac1 3 27.333333 de
Bac8 3 25.833333 e

*medias com a mesma letra ndo sao significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P=0.05).

Os isolados Bac1, Bac7 e Bac8, apresentaram diferenga estatistica quando
pareados com o isolado GC21 proveniente de folha. Sendo o isolado Bac1 e Bac7
isolados provenientes de folhas e o isolado Bac8 de frutos, dado este, interessante
quando pareado com o isoldado GC21, demosntrando in vitro o potencial destes

morfétipos de inibirem o crescimento de G. citricarpa in vitro. Porém quando
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analisados com o pareamento do isolado GC122 (Tabela 7), proveniente de fruto,
nao demostraram diferenca estatisca.

Os Isolados Bac3 e Bac6, quando pareados com GC122, demostraram
significancia estatistica na inibigdo do crescimento de GC122, ambos os morfétipos
foram isolados de frutos, demosntrando o potencial de colonizarem e competirem
com G. citricarpa no mesmo meio, dado este, analisado in vitro.

Os resultados diferiram quando os isolados foram pareados com os diferentes
isolados de G. citricarpa, demosntrando possivel variabilidade do patégeno, dados
estes ja apresentados por Baayen (2002).

Bac8 isolado proveniente de fruto, pareado com GC122, nao teve diferenca
quando comparado com o controle, ja com GC21, foi o isolado que mais diferiu
estatisticamente. T58, Saccharomyces cerevisiae, em ambos os isolados de G.
citricarpa, induziram o crescimento in vitro, demonstrando que esta linhagem
comercial de S. cerevisiae ndo tem efeito antagbnico frente a G. citricarpa. porém a
utilizacdo de outros isolados de ambos pode apresentar resultados distintos, como
foi verificado por Fialho (2004), que utilizando outras linhagens de S. cerevisiae
demosntrou inibigdo do crescimento do fitopatégeno in vitro, ndo descartando assim,
outros mecanismos envolvidos na interacdo.

As condigbes dos resultados in vitro dos pareamentos sdo bem distintos dos
que ocorrem a campo e em casa de vegetagcdo, pois nessas situagbes diversos
outros fatores estao interagindo nessas inter-relagdes. O desempenho individual de
cada um dos endofiticos no antagonismo a G. citricarpa deve ser tomado com
cuidado. Analisando um mesmo endofitico em relagdo aos dois isolados de G.
citricarpa, observa-se que o crescimento destes € inibido com intensidades bem

diferentes (Tabelas 6 e 7)(Figura 5), o que indica uma possivel especializagdo
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TABELA 7. Didametro médio do isolado GC122 confrontado em placas de Petry com
os isolados endofiticos Bac1, Bac2, Bac3, Bac4, Bac5, Bac6, Bac7,
Bac8 e T58(Saccharomyces cerevisiae).

Tratamento n didmetro grupo
T58 3 49.83 a
Bac8 3 41.66 ab

GC122 3 40.66 b
Bac4 3 40.00 b
Bac7 3 39.66 b
Bac2 3 38.83 b
Bac1 3 38.33 bc
Bac5 3 37.33 bc
Bac6 3 30.00 C
Bac3 3 29.83 C

*medias com a mesma letra ndo sao significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P=0.05).

genética, ja que isso estaria se expressando em meio de cultura com G. citricarpa

em nivel de antagonismo em fungéo do 6rgéo colonizado.

GC122 X Bac7 GC21 X Bac1 GC21 X Bac2
FIGURA 5. Confronto dos endofiticos com os isolados GC21 e GC122 in vitro.
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4.6 Inoculacdo de endofitos e G. citricarpa em mudas de citros em casas de
vegetacao

Os isolados enddfitos utilizados no experimento em casa de vegetagao foram,
Bac1, Bac2, Bac3, Bac4, Bac5, Bac6, Bac7, bac8 e Trichoderma sp. A inoculagao
dos isolados GC21 proveniente de folha e GC122 proveniente de fruto, foram
utilizados no experimento concomitantemente.

O tratamento apresentou a maoir incidéncia da doencga, os isolados Bac1,
Bac4 e Bac 6 nao diferiram estatisticamente em relagao ao controle (Tabela8). Os
demais isolados, podem ser distribuidos em trés grupos, os isolado Trichoderma sp.
juntamente com Bac8, reduziram de 31% para cerca de 4,6% a incidéncia da
doenca, o isolado Bac2 para cerca de 7,4% e os demais isolados Bac3, Bac5 e Bac7
para cerca 14%. Interessante observar a superioridade dos isolados Trichoderma sp.
e Bac8, sendo que Trichoderma sp. foi isolado de Folhas, podendo este ter uma
capacidade adaptativa maior em relacdo a Bac8 que foi isolado do fruto. Este
resultado estd de acordo com o apresentado no pareamento in vitro quando Bac8
apresentou superioridade em relagao aos demais isolados quando pareado com o
isolado GC21, proveniente de folha.
TABELA 8. Média de incidéncia de sintomas em folhas de G. citricarpa da cultivar

Montenegrina, inoculadas com enddfitos Bac1, Bac2, Bac3, Bac4, Bac5,
Bac6, Bac7, Bac8 e Tricoderma sp. Porto Alegre, RS, 2008.

Tratamento n Incidéncia % Grupo
Agua 3 0.309 a
Bac6 3 0.242 ab
Bac1 3 0.222 abc
Bac4 3 0.178 abcd
Bac5 3 0.141 bcd
Bac3 3 0.117 bcd
Bac7 3 0.092 bcd
Bac2 3 0.074 cd
Bac8 3 0.046 d

Trichoderma sp. 3 0.045 d

medias com a mesma letra ndo s&o significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P=0.05).
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4.7 Inoculagédo dos enddéfitos a campo

Os isolados enddfitos utilizados no experimento em campo foram, Bac1,
Bac2, Bac3, Bac4, Bac5, Bac6, Bac7, bac8 e Trichoderma sp., ndo foram feitas
inoculagdes do patdégeno no experimento realizada a campo.

O controle onde inoculou-se agua com Tween 1%, ocorreu a maoir incidéncia
da doenca, cerca de 31 % dos frutos apresentaram sintomas de G. citricarpa (Tabela
9). No experimento a campo utilizou-se um segundo controle, que foi denominado de
branco, este foi avaliado sem a aplicacdo de nenhum tratamanto, com o intuito de
analizar se haveria alguma diferenca na aleatoriedade do experimento ou influéncia
do tratamento com agua, os dados demostraram que nao houve diferenga alguma.

Os comportamentos em relagao a incidéncia de G. citricarpa diferiram quando
comparados com a casa de vegetacao, visto que, neste caso avaliou-se os frutos e
nao as folhas. No experimento conduzido a campo observou-se que os isolados
Bac2, Bac4, Bac6, Bac7 e Bac8, diferiram em relagao aos controles reduzindo os
sintomas de G. citricarpa em fruto, Bac8 foi o morfotipo que mais diferiu reduzindo
de 31% para 4,5% a incidéncia da doenga (Tabela 9).

O isolado T58, na avaliagao in vitro mostrou um aumento no desenvolvimento
de G. citricarpa, em relagdo ao controle. A possibilidade de induzir o surgimento de
lesdes em frutos em campo nao foi observada, pois T58 nao diferiu em relagao aos
controles. Em trabalhos realizados em pds-colheita com um isolado comercial de S.
cereviasiae, foi observado por Cheat (1995), eficiéncia no controle de Penicillium
digitatum (Pers.) Sacc. (1881) em limoeiros e na redugao de Botrytis cinerea em Kiwi
(Cheah et al, 1994), também observou que S. cerevisiae competiu com os
fitopatdgenos através de competicdo pelo espaco e nutrientes. Controle de

Antracnose em mamoeiras com a utilizacédo de um produto comercial chamado Agro-
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mos, que possue em sua composi¢gao mananoligossacarideo fosforilado, derivado da

parede celular de S. cerevisiae, foi observado por Dantas et al. (2004).

Tabela 9. Média de incidéncia de G. citricarpa em frutos verdes (D=3,5cm) da
cultivar Montenegrina, , inoculadas com endéfitos Bac1, Bac2, Bac3,
Bac4, Bac5h, Bac6, Bac7, Bac8 e Tricoderma sp. Montenegro, RS, 2008.

Tratamento n Incidéncia % Grupo
Agua 3 0.316 a
Branco 3 0.267 ab
Bac3 3 0.250 abc
T58 3 0.233 abcd
Bac5 3 0.200 abcde
Bac1 3 0.133 bcde
Trichoderma sp. 3 0.133 bcde
Bac6 3 0.100 cde
Bac8 3 0.100 cde
Bac4 3 0.083 cde
Bac7 3 0.050 de
Bac2 3 0.045 e

medias com a mesma letra ndo sao significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P=0.05).

A intensidade de crescimento dos isolados de G.citricarpa, juntamente com a
incidéncia de lesoes em folhas e em frutos, demostram diferentes intensidades de
antagonismo ao fitopatdgeno, pois em cada experimento realizado, diversos fatores
podem ter interferido. A utilizagédo pratica destes microorganismos em campo para o
controle de G. citricarpa deve ser analisada com cuidado, pois os dados demonstram
que cada endofitico teve um comportamento diferenciado quando confrontado com
isolados de G. citricarpa oriundos de tecidos diferentes e quando presentes em
nichos ditintos, também observou-se comportamento diferente, caracterizando assim
possiveis especializagbes genética ou adaptativa que estariam se expressando a
nivel de antagonismo em fung¢ao do érgao colonizado.

Tomando os endofiticos isoladamente, “dois” deles chamam muito a atencéao.

Bac8 é muito eficiente no controle da pinta preta no ensaio em casa de vegetagao
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(tabela 8). No ensaio em campo, Bac8 também se destaca no controle, sendo
estatisticamente superior ao controle com agua (tabela 9). E interessante observar
que o fato de Bac8 ter sido muito superior no controle da pinta em casa de
vegetacdo pode ser devido a uma possivel “menor especializagdo” de G. citricarpa
nas folhas, visto que a avaliacdo da doenca foi feita sobre folhas. Fato que reforgca o
que foi observado nos pareamentos, onde Bac8 inibiu o crescimento de G. citricarpa
isolado da folha com intensidade superior ao isolado de frutos. Trichoderma sp.
também mostrou ser um agente com potencial par aser usado no controle da pinta
no ensaio em casa de vegetagao, enquanto a campo nao difere estatisticamente do
controle. Porém em casa de vegetagdo analisou-se as folhas, local de origem do
isolado de Trichoderma sp., ja em campo analisou-se os frutos, dado este também
observado na frequéncia de fungos em maior proporgdo em folhas e menor em
frutos (tabela 2). Sendo um indicio de que fungos endofiticos sdo mais adaptados as
folhas onde possa existir maior diversidade da microbiota.

Bac8 e Trichoderma sp. foram mais eficientes no controle de G. citricarpa em
folhas enquanto Bac2 em frutos. Estes resultados sugerem que uma combinagao
desses dois enddfitos poderia propiciar um controle mais eficiente, atuando sobre a
fonte de inéculo inicial para os frutos, isto €, Trichoderma sp. controlando a pinta nas
folnas e Bac2 atua diretamente no controle da pinta nos frutos. Certamente a
ocorréncia desse sinergismo ou de inibigdo entre os enddfitos deve ser testadas.

Essa observacao, em que a ocorréncia/ou aplicacao de mais de um endofitico
teria um efeito superior no controle da mancha preta, estes aplicados em diferentes
estadios fenoldgicos da planta, vdao ao encontro de um fundamento basico da
agroecologia, o qual refere-se ao ambiente agricola como um sistema complexo,

dindminco e n&o binario (Gliesman, 2000).
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Este trabalho buscou estudar isolados da microbiota endofitica com potencial
para o controle biolégico de G.citricarpa, mediante a utilizagdo dos recursos da
agricultura local, e estes podendo ser multiplicados e gerenciados pelos préprios
agricultores, através da produgao caseira ou de biofabricas para suprir a demanda
local. Desenvolvendo e possivelmente aplicando estes conhecimentos de uma forma
racional, gerando um manejo sustentavel e adaptado as condigbes e necessidades

dos agricultores.



5 CONCLUSOES

Baseado nas condigdes em que este trabalho foi realizado, pode-se concluir que:

Existem fungos filamentosos e bactérias endofiticas em tangerineiras cv.

Montenegrina e de outras cultivares com potencial antagonista a G. citricarpa;

Os microrganismos testados apresentaram diferentes potenciais no

desenvolvimento de mecanismos de antagonismo a G. citricarpa;

Os isolados endofitico de Bac2, Bac8 e Trichoderma sp. mostraram-se como
potenciais agentes biocontroladores da MPC em folhas, em casa de
vegetacdo e em pomares de tangerineira cv. Montenegrina, cultivada sob

manejo organico;

Os isolados endofitico de Bac2, Bac4, Bac6, Bac7 e Bac8, mostraram-se
como potenciais agentes biocontroladores da MPC em frutos, de tangerineira

cv. Montenegrina, cultivada sob manejo organico;
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