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RESUMO

Microrganismos endofiticos sdo capazes de viver no interior de uma planta sem causar danos & mesma, podendo favorecer
seu hospedeiro. A soja é uma das culturas mais difundidas no mundo, e também muito acometida por fungos que promovem
perdas grandes nas lavouras de soja, existindo poucas cultivares resistentes a diferentes patégenos. Este trabalho teve como
objetivos: a) isolar fungos endofiticos de folhas de soja, b) determinar as frequéncias de colonizacédo dos enddfitos, c) avaliar o
potencial desses fungos no controle dos fitopatégenos Alternaria solani, Rhizoctonia solani, Phomopsis sp., Fusarium solani f.
sp. glycines e d) identificar os géneros isolados. Para o isolamento dos enddfitos, folhas de plantas de soja foram desinfetadas
e fragmentos inseridos sobre meio BDA. Apds incubacdo de sete dias a 26°C a frequéncia de isolamento foi verificada pela
guantidade de fragmentos que apresentaram crescimento fungico. Os isolados foram purificados e testados em cultura
pareada contra os fitopatdgenos. Foi possivel isolar 31 fungos endofiticos de soja. A frequéncia de isolamento foi de 100%.
Dos isolados, 16 puderam ser classificados em nivel de género em Aspergillus sp., Phomopsis sp., Bipolaris sp., Nectria sp.,
Nigrospora sp., Fusarium sp., Penicillium sp., Phoma sp., Alternaria sp. e Botryotrichum sp.. Quanto as intera¢des entre os
endofitos e os fitopatégenos, foi observado contato micelial, bem como producdo de metabdlitos secundarios no meio, além
de sobreposi¢édo, demonstrando os mecanismos que atuam na planta hospedeira. O indice de antagonismo variou de 9,33 a
78%, sendo que o isolado C31, pertencente ao género Fusarium, apresentou o maior indice, inibindo consideravelmente o
crescimento de todos os patégenos testados. Conclui-se que fungos endofiticos isolados de soja possuem potencial
antagonico, podendo ser promissores para o uso no biocontrole de diferentes patégenos de soja.
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ISOLATION AND ANTAGONISTIC ACTIVITY OF ENDOPHYTIC F UNGI OF SOYBEAN (Glycine max (L.) Merrill)

ABSTRACT

Endophytic microorganisms are able to live within a plant without causing harm to it and may even favor its host. Soy is one of
the most widespread crops in the world, and also very affected by fungi that promote large losses in soybean crops, with few
cultivars resistant to different pathogens. The purposes of this study were a) to isolate endophytic fungi from leaves of soybean;
b) to determine the frequencies of colonization of endophytes; c) to evaluate the potential of these fungi in the control of the
phytopathogens Alternaria solani, Rhizoctonia solani, Phomopsis sp., Fusarium solani f. sp. Glycines; d) to identify the isolated
genera. It was possible to isolate 31 endophytic fungi from soybean. The frequency of isolation was 100%. From the isolates,
16 could be classified according to genus into Aspergillus sp., Phomopsis sp., Bipolaris sp., Nectria sp,. Nigrospora sp.,
Fusarium sp., Penicillium sp., Phoma sp., Alternaria sp. and Botryotrichum sp.. Regarding the interactions between endophytes
and phytopathogens, mycelial contact was observed, as well as production of secondary metabolites in the middle, and also
overlap, demonstrating the mechanisms which act on the host plant. The index of antagonism ranged from 9.33 to 78%, and
isolate C31 (genus Fusarium) had the highest index, inhibiting significantly the growth of all tested pathogens, which may be
the most promising to be used in biocontrol of different pathogen of soybean.

Keywords: antagonism; dual culture; biologic control.

INTRODUCAO o . _
Nos ultimos 20 anos 0s microrganismos

Os f dofiti N . . endofiticos foram reconhecidos e estudados,
S Tungos €endotilicos Sao microrganismos gracas a descoberta de sua capacidade de
que vivem no interior de tecidos ou 6rgdos dos

i lizand it 9 imbiti proteger seu hospedeiro do ataque de insetos,
vegte atl’st' realizando tm eracoes tsm: ioticas patdgenos, herbivoros domésticos, possuindo
mutualisticas ou  neutras €, portanto, Nnao capacidade de produzir alteracdes fisiologicas
causando doencas aos seus hospedeiros,

dendo habit i terior d al d : nos vegetais que os albergam, sendo
podendo habitar o inerior de um vegetal durante responsaveis pela producdo de farmacos como
todo o seu ciclo de vida ou apenas em uma fase

de seu desenvolvimento (1,2).
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antibiéticos e antifingicos, antitumorais e
promovendo o crescimento da planta (3-8).

Estudos de ordenamento de comunidades
tém mostrado que comunidades de endofiticos
sdo usualmente especificas aos hospedeiros ao
nivel de espécies, sugerindo que ainda existem
muitos endofiticos a serem isolados e sua
potencialidade investigada (9).

Os enddfitos, assim como o0s
fitopatégenos, tém capacidade de penetrar na
planta hospedeira e se disseminar
sistematicamente pelo hospedeiro. Dessa forma,
0s microrganismos endofiticos colonizam um
nicho ecoldgico semelhante aquele ocupado por
fitopatbgenos, o que permite 0 Seu uso no
controle bioldégico de doencas, pois podem agir
no controle desses patdgenos devido a atuacgao
direta sobre eles, por antibiose, por inducdo de
resisténcia sistémica ou por competicdo por
nutrientes (10).

A inducéo de resisténcia sistémica (IRS)
ocorre quando o endofitico penetra na planta e
induz a mesma a produzir compostos ou
modificar sua morfologia. Estas alteracfes
morfolégicas e fisiolégicas podem incluir
aumento da parede celular por deposicdo de
lignina e glucanas e aumento da espessura da
cuticula, bem como a sintese de fitoalexinas,
dificultando a entrada do patégeno e o seu
desenvolvimento na planta hospedeira (11).

Alguns fatores de patogenicidade podem
influenciar na capacidade do fitopatdgeno em
invadir o tecido do hospedeiro. A interrup¢éo de
alguns desses fatores pode impedir o patégeno
de infectar a planta. A producdo de algumas
proteases pelo fungo Trichoderma harzianum
(Rifai, 1969) foi capaz de inibir a atividade de
enzimas hidroliticas do patégeno Botrytis cinerea
(Pers., 1794), através da clivagem da molécula,
impedindo que 0 mesmo se desenvolvesse (12).

A identificacdo e selecdo efetiva de
antagonismo entre microrganismos é o primeiro
passo para o controle bioldgico. Assim, a técnica
da cultura pareada que visa em meio de cultura,
estabelecer relagBes competitivas semelhantes
as encontradas na natureza, fornece indicios da
aplicabilidade destes fungos no controle de
patégenos (13).

A soja (Glycine max (L.) Merril) € um
alimento de grande importancia na industria
alimenticia e farmacéutica, sendo uma das
culturas mais difundidas no Brasil, que aparece
como o segundo maior produtor mundial, tendo
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na safra 2009/2010 produzido 68,7 milhdes de
toneladas deste gréo (14,15).

Sendo a soja de tamanha importancia para a
economia mundial e nacional, existem poucos
estudos sobre a comunidade endofitica
associada a essa cultura, especialmente quando
considerados os fungos endofiticos. Devido as
grandes areas cultivadas, torna-se necessario o
controle quimico de patégenos dessa cultura.
Assim, fungos endofiticos com o potencial de
controlar fungos fitopatogénicos seriam uma
alternativa no controle de doengas, minimizando
0s impactos causados pelo uso de produtos
quimicos no ambiente, surgindo como uma
forma natural de biocontrole. Assim, os objetivos
deste trabalho foram: a) isolar fungos endofiticos
de folhas de soja, b) determinar as frequéncias
de colonizagdo dos enddfitos, c¢) avaliar o
potencial desses fungos no controle dos
fitopatégenos Alternaria solani (Sorauer, 1896),
Rhizoctonia solani (Kihn, 1858), Phomopsis sp.,
Fusarium solani ((Mart.) Sacc., 1881) f. sp.
glycines pela técnica da cultura pareada e d)
identificar os géneros isolados, baseado na
morfologia da colbnia, andlise citoldgica,
utilizando chaves de classificacéo.

MATERIAL E METODOS

Isolamento de endofitos

Para o isolamento dos fungos
endofiticos, as folhas de soja foram submetidas
a desinfestacdo de acordo com o método
descrito por Aradjo e colaboradores (10) e
Pizzirani-Kleiner e colaboradores (16) com
modificacdes. As folhas coletadas de plantas de
soja foram lavadas em &gua corrente e
posteriormente foram submergidas em solucao
Tween 80 a 0,01% para retirar a tensdo
superficial e foram enxaguadas com a agua
destilada autoclavada. Em seguida foram
levadas a cémara de fluxo laminar e
desinfestadas com solugcdo de alcool a 70%,
sendo imersas por um minuto, sob agitacdo
vigorosa e constante. Logo, apoés foi descartada
a parte liquida, restando s6 as folhas e o
procedimento foi repetido utilizando solucdo de
hipoclorito de soédio 3% durante trés minutos e
solugéo de alcool a 70% por mais 30 segundos
e enxague de duas vezes com agua destilada
autoclavada. Depois foi realizado o descarte da
agua, mantendo uma pequena quantidade no
fundo do vidro para coleta de 100 pl para
inoculacdo em placa de Petri como forma de
controle negativo.
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Concluida a desinfestacdo, as folhas de
soja foram cortadas com bisturi em fragmentos
de aproximadamente cinco milimetros. Foram
distribuidos cinco fragmentos equidistantes de
folhas de soja em cada placa de Petri, contendo
meio BDA, acrescido de 1g.L'1 de terramicina.
As placas foram incubadas por sete dias a uma
temperatura de 26°C+2°C. Apds o crescimento
dos fungos, esses foram caracterizados e
enumerados, realizando a purificagdo dos
endofiticos em meio BDA, visando purifica-los
de acordo com as diferencas morfologicas
existentes.

Determinacéo da frequéncia de colonizacéo

A frequéncia de colonizacdo das folhas foi
determinada pela férmula: FI = ndmero de
fragmentos foliares com crescimento flngico +
namero de total de fragmentos amostrados x
100.
Atividade antagonistica in vitro

Os fungos endofiticos isolados de soja
foram testados pelo método da cultura pareada
com linhagens dos fungos fitopatogénicos:
Alternaria solani (Sorauer, 1896) (MMBF 18/10),
Rhizoctonia solani (Kuhn, 1858) (MMBF 11/10) e
Fusarium solani ((Mart.) Sacc., 1881) f. sp.
glycines (MMBF 78/09) adquiridos do Instituto
Biologico de Sdo Paulo, e Phomopsis sp. isolado
de lesdes de soja, segundo Campanile e
colaboradores (17). Em cada placa de Petri
contendo meio BDA acrescido de terramicina,
foram inseridos dois fragmentos de cinco
milimetros do meio de cultura contendo os
fungos endofiticos e o fitopatbgeno a uma
distancia de quatro cm entre os dois fungos. Os
ensaios foram realizados em triplicata. Como
controle foi inserido um fragmento na mesma
posicdo do teste contendo somente o
fitopatdégeno. As placas foram incubadas por 14
dias a 26°C+ 2°C. Para analise das interacbes
foi utilizada a escala de Badalyan; Innocenti;
Garibyan (18), de acordo com os trés tipos de
interacao possiveis: A, B e C, sendo C dividida
em quatro sub-categorias (CAl, CA2, CB1 e
CB2), onde: A = “deadlock” com contato micelial;
B = “deadlock” a distancia; C = crescimento do
endofitico sobre o fitopatégeno sem “deadlock”
inicial;, CAl1 e CA2 = crescimento parcial e
completo do endofitico sobre o fitopatégeno
depois de “deadlock” inicial com contato micelial;
CB1 e CB2 = crescimento parcial e completo do
endofitico sobre o fitopatdgeno depois de
“deadlock” inicial a distancia.

O indice de antagonismo foi calculado
pelo crescimento radial, através do diametro da
colbnia:

IA=(RM —rm) x 100
RM

Em que: rm = raio da colbnia do
antagonista, RM = média dos trés raios da
colénia em outras direcdes.

Os dados estatisticos foram analisados
pela andlise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5 % de
probabilidade, utilizando o Software Sisvar (19).

Identificagdo dos endofiticos

Para a identificacdo dos fungos endofiticos,
as colb6nias isoladas foram inoculadas em meio
BDA e incubadas a temperatura de 26°C+ 2°C e
posteriormente foi realizado o micro-cultivo de
acordo com Kern e Blevins (20) em meio BDA
de todos os isolados, que foram incubados a
26°C+ 2°C por cinco dias. ApGs este periodo,
observou-se as estruturas em microscopio
Optico, avaliando os aspectos morfolégicos das
estruturas vegetativas e reprodutivas, sendo
comparadas com auxilio de chaves de
classificacéo (21,22).

RESULTADOS E DISCUSSAO |

De um total de 200 fragmentos foliares
amostrados foi possivel isolar 31 fungos
endofiticos morfologicamente distintos das
folhas de soja. Os fungos endofiticos foram
nomeados com a letra C de soja convencional,
tendo o primeiro isolado recebido o nimero 1 e
assim sucessivamente (C1, C2).

Foi obtida uma frequéncia de isolamento
(FI) de 100% utilizando desinfestacdo com
hipoclorito de sédio 3% por 3 minutos. Em
comparacdo com outras plantas, pode-se
considerar uma frequéncia de isolamento alta.
Costa Neto (23) obteve frequéncia de
isolamento de 23,9%, ao investigar
microrganismos endofiticos de Bactris gasipaes
(Kunth), palmeira tropical pupunheira.

Quanto a quantidade de endofitos
isolados, Pileggi (24), isolou fungos endofiticos
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de folhas, peciolos e sementes da planta
medicinal espinheira-santa (Maytenus ilicifolia
Mart. ex Reiss) como objetivo de investigar o
seu potencial farmacoldgico, obtendo 915
endofiticos de diferentes tecidos das plantas.
Bernardi-Wenzel e colaboradores (25) também
isolaram de um total de 1000 fragmentos foliares
de duas arvores de Luehea divaricata (Martius et
Zuccarini) 127 endofitos.  Outros trabalhos
demonstraram que a frequéncia de isolados,
bem como as espécies isoladas podem ser

variaveis, dependendo dos tecidos vegetais
amostrados e das espécies investigadas
(26,27,28).

Cannon e Simmons (29) observaram
que 9 a 23% dos 2.520 fragmentos amostrados
nao apresentaram crescimento de endofiticos,
sugeriram que o tamanho do fragmento
amostrado é importante, podendo interferir no
namero de enddfitos isolados. Se o fragmento
amostrado for grande, os microrganismos das
bordas podem impedir o crescimento dos mais
distantes, portanto, o ideal ¢é amostrar
fragmentos pequenos para obtencdo de um
maior nimero de isolados.

Observou-se que nas placas de Petri
contendo o inéculo da agua de lavagem apéds a
desinfeccdo das folhas (controle negativo),
houve auséncia total de crescimento. Este
resultado indica que a desinfeccéo superficial foi
eficiente na remocdo de microrganismos
epifiticos e comprovando que 0s
microrganismos  obtidos  séo realmente
endofiticos (30).

Quanto a identificacao dos isolados pela
técnica de microcultivo e analise das estruturas
utilizando chaves de classificacao, foi possivel
identificar o género de 16 isolados. Os isolados
endofiticos identificados foram agrupados em 10
géneros distintos: Aspergillus spp. (C2, C14,
C15, C16 e C32), Phomopsis spp. (C11 e C21),
Bipolaris spp. (C8 e C22), Nectria sp. (C5),
Nigrospora sp. (C7), Fusarium sp. (C31),
Penicillium sp. (C24), Phoma sp. (C26),
Alternaria sp. (C18), Botryotrichum sp. (C1). Os
demais fungos ainda serdo identificados via
classica e molecular.

Os endofiticos dos géneros Phomopsis,
Bipolaris e Fusarium sdo normalmente
encontrados como parasitas causadores
doencas em plantas, mas foram isolados na
condicdo de endofitico, sem causar danos
aparentes a planta, 0 que comprova que um

€ €

microrganismo pode viver somente uma parte
de seu ciclo de vida como endéfito (11).

Almeida e colaboradores (31) utilizando
plantas cultivadas no campo e plantas
micropropagadas de pupunheira  (Bactris
gasipaes Kunth) isolaram os fungos endofiticos
Fusarium oxysporum (Schitdl., 1824),
Neotyphodium sp. e Epicoccum nigrum (Link,
1815) das plantas cultivadas in vitro; e Fusarium
sp., F. proliferatum ((Matsush.) Nirenberg ex
Gerlach & Nirenberg, 1982), F. oxysporum
(Schitdl., 1824), Colletotrichum sp., Alternaria
gaisen (Nagano, 1928), Neotyphodium sp. e
Epicoccum nigrum (Link, 1815) das plantas in
Vivo, indicando que patégenos séo
frequentemente encontrados como endofiticos,
mesmo em diferentes condic¢des de cultivo.

Larran e colaboradores (32), também
determinaram a frequéncia de infeccdo ae
folhas, caules e grédos de plantas de trigo
coletadas na Argentina. De um total de 1.750
segmentos amostrados, obtiveram o isolamento
de 722 fungos endofiticos, identificados como
pertencentes a 30 géneros. Os mais
encontrados foram Alternaria alternata ((Fr.)
Keissl., 1912), Cladosporium herbarum ((Pers.)
Link, 1816), Epicoccum nigrum (Link, 1815),
Cryptococcus sp., Rhodotorula rubra ((Demme)
Lodder, 1934), Penicillium sp. e Fusarium
graminearum (Schwabe, 1839), apresentando
maior frequéncia de colonizacdo por tecido
analisado, conforme o obtido nesse trabalho,
com alta frequéncia de isolamento e muitos
géneros isolados em comum.

O resultado da identificacdo dos géneros
estd de acordo com outros trabalhos que
isolaram endofiticos de soja como Pimentel e
colaboradores (33) e Angonese e colaboradores
(34), que como neste trabalho também isolaram
0s géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium,
Alternaria, Bipolaris e Nigrospora, indicando a
prevaléncia de alguns géneros de fungos na
cultura de  soja, demonstrando uma
especificidade de colonizacdo de um fungo em
uma planta-hospedeira.

Pelo teste da cultura pareada foram
observadas interagbes entre o0s fungos
endofiticos e os fitopatégenos A. solani, R.
solani, Phomopsis sp. e F. solani. Pode-se
observar diferentes tipos de interacdes entre os
endofitos e cada um dos fitopatégenos, sendo
gue dos 31 fungos isolados, 26 obtiveram algum
tipo interacdo com pelo menos um dos
patégenos, seja inibindo o seu crescimento por
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uma barreira ou por producdo de algum
metabolito secundario ou ainda pelo crescimento
do endofitico sobre o fitopatégeno.

Das interacdes apresentadas entre os
enddfitos e os fitopatégenos houve resultados
diferentes para alguns endéfitos, mas foram
obtidas 38 interacdo do tipo A com “deadlock”
com contato micelial, cinco com interacdo do
tipo B com “deadlock” a distancia, dez com
interacdo CAl1 com crescimento parcial do
endofitico sobre o fitopatdgeno depois do
“deadlock” inicial com contato micelial, cinco
com interacdo do tipo CA2 com crescimento
parcial do endofitico sobre o fitopatdégeno depois

de “deadlock” inicial com contato micelial e um
com interacdo do tipo CB1 com crescimento
parcial do endofitico sobre o fitopatégeno depois
de “deadlock” inicial a distancia. A Tabela 1
mostra os tipos de interacdes apresentadas por
cada endofitico em relagdo a cada um dos
fitopatdgenos. Essas interacdes indicam que
dependendo do grupo de fungos, provavelmente
em nivel de género tanto do endofitico, quanto
do fitopatégeno, ocorrem diferentes modos de
acdo dos endofiticos sobre o fitopatégeno, o que
pode indicar um potencial para producdo de
metabdlitos ou competicdo direta pelo espaco e
nutrientes, conforme ocorre dentro da planta
hospedeira.

Tabela 1. Interagdes entre fungos endofiticos isolados de Glycine max e os fitopatdgenos Alternaria solani (Sorauer, 1896),
Fusarium solani ((Mart.) Sacc., 1881), Phomopis sp. € Rhizoctonia solani (Kiihn, 1858) utilizados nos testes de antagonismo

in vitro.
Fitopatégeno Tipo de interagdo / Endofitico
A B CAl CA2 CB1
A. solani C8, C12, C14, Ci16,C32 C7,Cl10, C11, C18, C19, C1
C17, C21, C23, C13, C31 C28, C29
C25
F. solani f. sp. C1, C10, C11, C4, C6, C7 - -
glycines C12, C13,C18,
C19, C20, C21,
C23, C24, C26,
C27, C28, C29,
C31
Phomopsis sp. C4,C7,C21, C22, C10, C11, C6 -
C28, C31 C29
R. solani C8, C6, C10, C16, - C2,C7 -
C18, C19, C28,
C31, C32

* Os demais isolados que néo estéo listados, ndo apresentaram interacdes.

Fonte: os autores.

Observou-se para R. solani, um
crescimento muito rapido, o que impediu na
maioria dos casos o crescimento do endofitico,
sugerindo, portanto, um fitopatdgeno mais
dificil de ser controlado pelos endofiticos
avaliados. Pode-se observar uma
predominancia de interacdo do tipo A (64%)
em que os dois fungos apresentam contato
micelial e o endofitico poderia impedir por
contato direto e competicdo por nutrientes o
crescimento do patégeno, seguida das
interacdes CAl e CA2 (25%) em que apds o
primeiro contato, o endofito pode crescer sobre
0 patégeno, provavelmente reduzindo sua
possibilidade de absorcdo dos nutrientes do

meio, interagcdo B (9%) em que o enddfito
estaria produzindo e liberado no meio algum
metabdlito que impede o crescimento do
fitopatégeno e interagdo CB1l (2%), na qual
apos producao de algum composto e liberacao
no meio o endofitico cresceu parcialmente
sobre o patégeno.

Esses resultados corroboram com os
encontrados por Woods e colaboradores (35),
verificando as interacdes entre diferentes
fungos isolados de Picea sitchensis ((Bong.)
Carriéere), obtiveram interacBes entre
praticamente todos os fungos isolados,
apresentando indice de até 89% da interagdo
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do tipo A, indice de até 51% da interagdo CAl
ou CA2, e indice de até 45% da interacdo do
tipo B.

Foi possivel verificar também que
alguns fungos endofiticos apresentaram
comportamentos diferentes em relagdo a
diferentes patdégenos, o que foi observado,
com os isolados C1 (Botryotrichum sp.), C4,
C6, C7 (Nigrospora sp.), C16 e C32 (ambos
Aspergillus sp.), que apresentaram interages
tanto com contato micelial, quanto a distancia,
indicando que podem produzir algum
metabolito que age de maneira diferencial
sobre alguns patégenos e menos em relacao a

C q ¢

outros. Esses enddfitos  apresentaram
interacdes dos tipos B ou CB1, que sdo as
mais promissoras para a utilizacdo no
biocontrole, pois por serem a distancia,
indicam que houve producdo de algum
composto e sua liberacdo no meio de cultura,
que pode futuramente ser purificado,
identificado e melhor analisado quanto a sua
atividade antimicrobiana. Esses compostos
podem, em alguns casos, levar a planta a
desenvolver resisténcia sistémica contra o0s
fitopatégenos, o que também pode ser
investigado.  Algumas  interagbes estdo
apresentadas na Figura 1.

Figura 1. Interacdes apresentadas entre os fungos endofiticos isolados de soja e os patégenos avaliados. A e B:
Interagdo tipo A:“deadlock” com contato micelial (F. solani e C12; Phomopsis sp. e C4); C: Interagéo tipo B: “deadlock” a
distancia (R. solani e C6); D: Interagéo tipo CA1: crescimento parcial do endofitico sobre o fitopatogeno depois do
“deadlock” inicial com contato micelial (A. solani e C11).
Fonte: os autores.
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Pode-se destacar quanto a maior
abrangéncia de interacdes contra diferentes
patégenos C7 (Nigrospora sp.), C10, C28 e
C31 (Fusarium sp.), que apresentaram
interacdes contra os quatro fitopatdgenos
avaliados.

Relacdes de antagonismo
semelhantes foram encontradas por Wicklow
et al. (38), que verificaram, em testes de
cultura pareada, entre o0s fitopatogenos
Fusarium verticillioides ((Sacc.) Nirenberg,
1976) e Aspergillus flavus (Link, 1809) e o
fungo endofitico isolado de milho Acremonium

zeae (Gams e Sumner, 1971) que dois entre
0s treze isolados de A. zeae testados
provocaram a inibicdo do crescimento de
ambos os patdgenos.

Para os fungos endofiticos que
apresentaram algum tipo de interagcdo com
algum dos patégenos testados, foi calculado o
indice de antagonismo, levando em
consideracdo quanto o enddfito promoveu
diminuigdo do crescimento do fitopatdgeno. Os
resultados estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Porcentagem de redugéo do crescimento micelial de Alternaria solani (Sorauer, 1896), Fusarium solani ((Mart.)
Sacc., 1881), Phomopis sp. e Rhizoctonia solani (Kihn, 1858) provocada pelas interagdes com os fungos endofiticos
isolados de soja em relagdo ao controle.

Reducédo do crescimento dos fitopatégenos (%)

Endofiticos
A. solani F. solani Phomopis sp. R. solani
C1 48,67e 22,33b - -
Cc2 - - - 9,33a
C4 - 34,33d 35,67d -
C6 - 31,67d 29,67c 25,67b
C7 58,33f 37,00d 24,67b 29,67c
Cs8 39,00e - - 39,67e
C10 48,00e 39,00e 39,33e 39,67e
Ci11 29,67c 49,33e 44.67e -
C12 24,67b 47,33e - -
C13 39,33e 35,33d - -
Ci14 24,33b - - -
Ci16 41,33e - - 21,67b
C17 21,33b - - -
C18 42,00e 32,33d - 52,67f
C19 39,00e 14,67a - 36,00d
C20 - 29,67c - -
c21 41,67e 45,67e 37,67d -
Cc22 - - 25,66¢ -
C23 33,00d 30,67c - -
C24 - 31,00d - -
C25 25,67¢ - - -
C26 - 26,67c - -
c27 - 23,00b - -
C28 50,00e 21,33b 23,67b 41,00e
C29 37,33d 39,00e 35,33d -
C31 78,00h 46,66e 43,67e 67,009
C32 32,00d - - 21,67b
Controle 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a

- N&o foi possivel determinar ou ndo houve interagcdo.* médias representadas com letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade para cada patégeno.

Fonte: os autores.
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Fungos endofiticos de soja.

Pode-se verificar que o indice de
antagonismo variou de 9,33 até 78% entre os
isolados, havendo diferenga significativa em
relacdo ao controle, sugerindo que tenham
potencial para uso no biocontrole. Alguns
isolados destacaram-se pelo indice de
antagonismo, apresentando média de indice
bem superior aos demais isolados para mais
de um patdgeno, podendo-se destacar o
isolado C31, pertencente ao género Fusarium,
que apresentou o maior indice, inibindo
consideravelmente o crescimento de todos os
patdégenos testados.

Relacdes antagbnicas entre enddfitos e
fitopatdégenos, ja foram verificadas em outros
trabalhos. O antagonismo entre o fungo
endofitico Trichoderma harzianum (Rifai, 1969)
e o fungo fitopatogénio Alternaria alternata
((Fr.) Keissl., 1912) foi avaliado sob diferentes
condicdes ambientais de temperatura e
atividade de agua por Sempere e Santamarina
(37). Na analise microscépica os autores
verificaram que T. harzianum luta por espaco e
nutrientes, realizando antagonismo com A.
alternata e diminuindo seu crescimento, sendo
um grande candidato ao biocontrole deste
patégeno.

Martins-Corder e Melo (38), analisando
a capacidade de isolados de Trichoderma spp.
em controlar o fitopatdgeno da berinjela
Verticillium dahliae (Kleb., 1913), verificaram
que dentre os 47 isolados de Trichoderma spp.
testados pelo antagonismo em placa, pelo
menos 10 obtiveram alto indice de
antagonismo, sendo que a maioria colonizou e
produziu esporos em abundancia sobre as
colénias de V. dahliae, indicando grande
capacidade de antagonismo.

Resultados semelhantes aos
apresentados por este trabalho foram
encontrados por Campanile e colaboradores
(17), em estudo analisando as interacdes entre
isolados de plantas do género Quercus contra
Diplodia corticola (Phillips, Alves e Luque,
2004), agente causal do cancro e necrose em
diferentes plantas vasculares, que
encontraram diferentes interacBes entre os
isolados e o fitopatégeno, com reducdo de até
28,5% do crescimento do patégeno em relagéo
ao controle, indicando que os percentuais de
inibicdo dos patégenos nesse trabalho foram
altos.

Rocha e colaboradores (39)
selecionaram endofiticos do confrei
(Symphytum officinale L.) para controle
biologico in vitro do fitopatdgeno Sclerotinia

€

sclerotiorum ((Lib.) de Bary, 1884), onde
obtiveram quatro sepas de endofiticos
(Trichophyton sp., Chrysosporium sp., Candida
pseudotropicalis ((Castell.) Basgal, 1931) e
Candida tropicalis ((Castell.) Berkhout, 1923)
que apresentaram uma melhor atividade
antagbnica contra o fitopatdgeno S.
sclerotiorum,  assim como os endofiticos
isolados neste trabalho, que apresentaram
atividade antagonistica contra diferentes
patégenos de soja.

Os resultados apresentados no
presente trabalho reforcam a necessidade de
se estudar o potencial biotecnolégico de
endofitos isolados de diferentes plantas, uma
vez que foram obtidos indices de antagonismo
de enddfitos contra diferentes fitopatdégenos de
até 78%, indicando que estes apresentam
atividade antagonistica e que devem ser
melhor investigados in vivo para verificar sua
possivel utilizagdo no biocontrole.

CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se com este trabalho que os
fungos endofiticos isolados de folhas de soja
possui potencial para o controle de
fitopatégenos de soja, sendo promissores para
0 uso no biocontrole de doencas dessa cultura.
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