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RESUMO: O presente trabalho objetivou avaliar a capacidade antimicrobiana in vitro, de
diferentes extratos de fungos endofiticos, como alternativa no biocontrole de Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici. Foram obtidos oito isolados endofiticos de plantas do Cerrado
Maranhense e de interesse econdémico, a saber: aroeira (Myracrodruon urundeuva Alleméo),
jenipapo (Genipa americana L.), milho (Zea Mays L.), mandioca (Manihot esculenta Crantz),
vinagreira (Hibiscus sabidariffa L.) e graviola (Annona muricata L.). Os isolados endofiticos
das espécies foram identificados em Aspergillus niger e Penicillium italicum, com
caracteristicas morfologicas distintas entre as colonias e todos os isolados endofiticos
verificou-se crescimento mediano. Para a atividade antimicrobiana, foi realizada a extragéo
dos metabolitos dos isolados endofiticos com os solventes: Acetato de Etila, Cloroférmio e
Diclorometano, posteriormente realizado o bioensaio através do confronto direto do
antagonista (endofito) sobre o Fusarium Oxysporum f.sp. lycopersici, raca 1, pelo método de
difusdo em &gar. Os extratos dos isolados endofiticos obtidos do solvente Cloroférmio
apresentaram capacidade inibitoria, assim interferindo no crescimento do Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici raca. Que foram provenientes do caule milho (I1) e de jenipapo,
com diametros de 13mm e 11mm, respectivamente, 0s outros extratos dos isolados
apresentaram halos de inibigdo inferior.

PALAVRAS-CHAVE: antibiose, controle biolégico, fitopatgeno.

STUDY OF POTENTIAL ENDOPHYTES IN CONTROL OF THE
CAUSAL AGENT IN TOMATO FUSARIOSIS

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the ability antimicrobial in vitro of different
extracts of endophytic fungi as an alternative in biocontrol of Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici. Eight endophytic isolates were obtained from plants of the Cerrado Maranhense
and economic interest, namely: mastic (Myracrodruon urundeuva Allemao), jenipapo
(Genipa americana L.), maize (Zea Mays L.), cassava (Manihot esculenta Crantz), vinegar
(Hibiscus sabidariffa L.) and soursop (Annona muricata L.). The isolated endophytic species
were identified in Aspergillus niger and Penicillium italicum, with distinct morphological
characteristics between the colonies and all endophytic growth medium was found.
Antimicrobial activity was performed to extract the metabolites of endophytic isolates with
solvents: Ethyl Acetate, Chloroform and Dichloromethane subsequently performed bioassay
through direct confrontation of the antagonist (endophyte) on Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici race 1, by agar diffusion method. The extracts of endophytic isolates obtained
from solvent Chloroform showed inhibitory capacity, thus interfering with the growth of
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Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici race 1 were derived stem corn (Il) and jenipapo with
diameters of 13 mm and 11 mm, respectively, the other extracts of the isolates showed

inhibition halos below.

KEYWORD: antibiosis, biological control, plant pathogen.

O tomateiro (Solanum lycopersicum
L.) é uma das hortalicas mais cultivadas e
consumidas no mundo e considerada uma
cultura de grande importancia econémica
(FERNANDES et al., 2007; CARVALHO
etal., 2002).

Por ser uma das culturas mais
cultivadas no Brasil, estando distribuida
em quase todos os estados, a plantacdo de
tomate estd sujeita ao ataque de uma
grande  diversidade de  patogenos
microbianos. Os fungos sdo 0s maiores
responsaveis pelas doencgas que ocorrem no
tomateiro (LOPES; SANTOS, 1994).

Dentre as doencas, a murcha-de-
fusério, causada pelo fungo Fusarium
oxysporium f. sp. lycopersici, € umas das
doencas mais importantes e disseminada na
maioria dos paises onde o tomateiro €
cultivado (KUROZAWA; PAVAN, 1997).

Como alternativa ao uso de
agroquimicos, o controle biolégico de
fitopatdgenos tem se apresentado como uma
forma promissora e viavel, por meio do uso
de microrganismos como agentes protetores
de plantas cultivadas (KUNOH, 2002).

Tendo em vista o potencial dos fungos
endofiticos como possibilidade no controle

biologico, este trabalho tem como objetivo

avaliar a capacidade antimicrobiana in
vitro de diferentes extratos de fungos
endofiticos no biocontrole de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici.

As amostras de espécies vegetais
foram coletadas em area do municipio de
Governador Edson Lobdo (MA), situado
na Regido Tocantina, realizadas no periodo
da manhg, entre os meses de margo e abril
de 2011.

Apdls as coletas, as amostras foram
devidamente armazenadas e encaminhadas
para o Laboratério de Biotecnologia
Ambiental (LABITEC) da Universidade
Estadual do Maranhdo, campus de
Imperatriz. As espécies coletadas foram:
milho (Zea Mays L.), mandioca (Manihot
esculenta), graviola (Annona muricata L.),
aroeira (Myracrodruon urundeuva
Allemao), jenipapo (Genipa americana L.)
e vinagreira (Hibiscus sabidariffa), todas
apresentando tecidos e 6rgdos
aparentemente  sadios, sem qualquer
sintoma de doengas.

A esterilizacdo e isolamento dos
microrganismos foram realizados de
acordo com a metodologia adotada por
Souza et al. (2004).
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Os fungos endofiticos isolados, em
meio de cultura padrdo contendo Batata,
Dextrose e Agar (BDA), foram mantidos
em temperatura ambiente e periodicamente
avaliados  visualmente  quanto  ao
desenvolvimento do micélio vegetativo
aéreo. A identificacdo dos isolados foi feita
com base na morfologia de suas estruturas
vegetativas e reprodutivas de acordo com
chaves de identificagdo encontradas na
literatura especifica, descrito por Barnett e
Hunter (1987).

Os extratos brutos dos fungos
endofiticos que inibiram os patdgenos nos
ensaios de antagonismo, utilizando o
solvente organico (acetato de etila,
cloroformio e diclorometano) foram
utilizados para extragdo dos metabdlitos
secundarios.

O antagonismo dos fungos enddfitos
isolados de plantas foi realizado pelo
método da cultura pareada, ou
simplesmente pareamento, que consistiu no
confronto direto do antagonista (endéfito)
e do fungo patogénico de interesse
agrondmico em placas de Petri contendo
meio de cultura sélido (MARIANO, 1993).

O método de difusdo em agar é um dos
mais simples e confidveis métodos par teste
da susceptibilidade antimicrobiana. Neste
método, pequenos discos de filtro de 6 mm
impregnados de extratos de fungos
endofiticos sdo dispostos numa placa de Petri

com meio de cultura BDA inoculada com
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Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici. As
placas foram incubadas por 24 horas a 28 °C.
Apds o periodo de incubacdo, o0s
didmetros das zonas de inibicdo de
crescimento ao redor de cada disco
antimicrobiano  foram medidos para
verificar a susceptibilidade de cada extrato.
Os resultados obtidos foram comparados
com medidas de didmetro de zonas, caso
houvesse a inibicdo, em milimetros, de
acordo com critérios interpretativos de
tabelas publicadas pelo 6rgdo National
Committee  For  Clinical
Standard (NCCLS, 2002).

Das seis espécies vegetais em estudo,

Laboratory

foram isoladas no total oito fungos
endofiticos de tecidos e  Orgdos
aparentemente sadios (sete nos caules e um
na folha). Destes oito isolados, trés fungos
endofiticos foram isolados do milho (dois
endofiticos do caule e um endofitico da
folha), um do caule da mandioca, um do
caule da graviola, um do caule da aroeira,
um do caule do jenipapo e um do caule da
vinagreira.

Alguns fungos demonstram certa
especificidade por determinados 0rgédos
vegetais (CLAY; SCHARDL, 2002) De
acordo com Felizardo (2005), trabalhando
com Licnophora pinaster (arnica mineira)
verificou a presenca de Glomerella
cingulata apenas em amostras provenientes

das folhas.
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Dos oito isolados endofiticos, seis
colbnias apresentaram micelios aéreos com
aspecto algodonoso, presenca de granulos
e de coloracdo de cor negra e duas colonias
de coloracdo verde oliva, micelio
apresentado  textura carmugada sem
presenca de granulos, observados em caule
do jenipapo e caule do milho.

Neste trabalho foram identificadas
duas espécies de isolados endofiticos:
Aspergillus niger e Penicillium italicum,
pertecentes ao filo Ascomicota.

O Aspergillus niger predominou nas
seguintes espécies vegetais: milho (caule 1 e

folha), mandioca (caule); vinagreira (caule),

53

graviola (caule) e aroeira (caule). O fungo
Penicillium italicum predominou nas
espécies jenipapo (caule) e milho (caule 11).

A extracao dos metabolitos
secundarios dos isolados endofiticos foram
obtidos a partir dos solventes acetato de
etila, cloroférmio e diclorometano.

De acordo com a Tabela 1 os
resultados mostraram que somente no
extrato empregando o solvente cloroférmio
houve a presenca de picos de absorgdo
maxima entre os comprimentos de onda de
230 a 360 nm, indicando a presenga de
compostos com grupamentos quimicos

fendlicos.

Tabela 1. Andlise espectrofotométrica dos extratos de fungos endofiticos em diferentes solventes.

Comprimentos de Onda (nm)

Isolados Acetato de Etila Cloroférmio Diclorometano
Aroeira (caule) <LD 240,0 <LD
Graviola (caule) <LD 258,0 <LD
Jenipapo (caule) <LD 240,0 <LD
Mandioca (caule) <LD 359,0 <LD
Milho (folha) <LD 358,5 <LD
Milho (caule I) <LD 343,3 <LD
Milho (caule I1) <LD 238,2 <LD
Vinagreira (caule) <LD 284.,0 <LD

Onde: LD = Limite de Deteccéo.

Foram obtidos as espécies Aspergillus
niger e Penicillium italicum. No
crescimento vegetativo, todos os isolados
apresentaram crescimento  mediano,
atingindo 10 cm de didametro no intervalo
de 4 a 8 dias. Os estudos de controle

antimicrobiano de Fusarium oxysporum

revelaram que os resultados obtidos com o

solvente cloroférmio apresentou
capacidade inibitdria in vitro, apresentando
halos de inibiagdo maiores, proveniente do
caule do milho Il e do jenipapo, com
didmetro de 13 mm e 11 mm,

respectivamente.
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Extratos de fungos endofiticos
isolados do caule do milho e do jenipapo
podem ser uma alternativa promissora para
0 controle biolégico de Fusarium

oxysporum f. sp. lycopersici.
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