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RESUMO

A citricultura brasileira é responsavel por grande parte da producdo mundial de
citros. Entre as doencas que acometem a producéo destaca-se a Mancha Preta dos
Citros (MPC). Esta patologia vegetal de dificil controle é provocada pelo fungo
Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Van der Aa. Apesar de ndo deteriorar o contetdo
interno, o patdgeno induz o aparecimento de lesdes na casca do fruto, o que
acarreta recusa para o0 comércio in natura e em casos mais Severos promove a
queda prematura dos frutos, reduzindo a produtividade. Restri¢cdes fitossanitérias
impostas pelos paises importadores acarretam a rejeicdo de cargas inteiras de frutos
com sintomas, ocasionando grandes prejuizos aos paises produtores. Devido aos
problemas ambientais e de saude, muitos fungicidas utilizados na agricultura vem
sendo removidos do mercado, o que cria uma necessidade da substituicao
alternativa destes agroquimicos para o controle de pragas e patégenos. Neste
contexto, a utilizacdo de microrganismos no controle biolégico e na bioprospeccéo
de produtos naturais aparece como uma ciéncia promissora. Microrganismos
endofiticos tem se destacado pelo crescente nimero de novos compostos bioativos
obtidos a partir do seu estudo. O uso de microrganismos endofiticos isolados de
citros com acédo antagbnica a P. citricarpa possui oportuno potencial na
bioprospeccéo de compostos para o controle da MPC. Fungos endofiticos de citros
foram testados em laboratorio quanto ao antagonismo a P. citricarpa. De 68
morfotipos isolados, 6 apresentaram-se promissores em teste de cultura pareada.
Em teste de metabdlitos volateis, o isolado LGMF1254 apresentou os melhores
resultados. Este fungo foi capaz de causar inibicdo no diametro de colbnia de P.
citricarpa em 60%, pela producdo de metabdlitos volateis. Os volateis deste fungo
também inibiram em 100% a formacéao de picnidios do fitopatdgeno em ensaio com
folhas citricas. Em testes com frutos citricos em condi¢fes controladas, os volateis
nao inibiram o aparecimento de lesGes em frutos oriundos de regides com alta
incidéncia da doenca. Por outro lado, em teste com inducéo de lesdes em frutos
citricos em condicfes controladas, houve diminuicdo em 26% no diametro médio
das lesdes de MPC. Tal resultado é de grande importancia uma vez que a exposicao
de frutos pds-colheita a um composto volatil é de facil operacionalizacéo,
especialmente em frutos destinados a exportacdo. Este é o primeiro relato de um
composto volatil produzido por um fungo endofitico de citros com acéo antagonista a
Phyllosticta citricarpa.

Palavras chave: Phyllosticta citricarpa, metabdlitos volateis, Mancha Preta dos

Citros, antagonismo



ABSTRACT

The Brazilian citrus industry is responsible for much of the world production of citrus.
Among the diseases affecting this production, there is the Citrus Black Spot (CBS).
This plant pathology, which is difficult to control, is caused by the fungus Phyllosticta
citricarpa (McAlpine) Van der Aa. Although there is no damage in the internal
contents, the pathogen induces the appearance of lesions on the fruit skin, which
leads to refusal to trade in natura, and in severe cases promotes the premature fall of
fruit, reducing productivity. Phytosanitary restrictions imposed by importing countries
lead to the rejection of entire loads of fruit with symptoms, causing great losses to
producing countries. Due to environmental and health problems, many fungicides
used in agriculture have been removed from the market, which generates a necessity
of alternative replacement of chemicals to control pests and pathogens. In this
context, the use of microorganisms for the biological control and biopanning of
natural products appears as a promising science. Endophytic microorganisms have
been highlighted by the growing number of new bioactive compounds obtained from
these studies. The use of endophytic microorganisms isolated from citrus with
antagonistic action against P. citricarpa has appropriate potential of biopanning of the
compounds for the control of the CBS. Endophytic fungi isolated from citrus were
tested in the laboratory on the antagonism to P. citricarpa. Of 68 endophytic fungi
isolated from citrus, 6 showed to be promising in paired culture test. In test of volatile
metabolites, the isolate LGMF1254 showed the best results. This fungus was able to
cause inhibition in colony diameter of P. citricarpa by 60%, by the production of
volatile metabolites. The volatiles of this fungus also inhibited by 100% the formation
of pycnidia of the pathogen in citrus leaves essays. In tests with citrus fruit under
controlled conditions, the volatiles did not inhibit the appearance of lesions on fruit
from regions with high incidence of the disease. On the other hand, in test with lesion
induction in citrus under controlled conditions there was 26% decrease of mean
diameter of lesions of the CBS. This result is of great importance, since the exposure
of postharvest the volatile compound is an easy operation, particularly in fruit
intended for export. This is the first report of an endophytic fungal volatile compound
with the antagonist action against Phyllosticta citricarpa.

Keywords: Phyllosticta citricarpa, volatile compounds, Citrus Black Spot,

antagonism
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1 INTRODUCAO

A Mancha Preta dos Citros (MPC) ou pinta preta dos citros € uma patologia
vegetal de dificil controle provocada pelo fungo Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Van
der Aa. Apesar de nao deteriorar o conteudo interno, o patégeno danifica a casca do
fruto, 0 que o acarreta recusa para 0 COmercio in natura e em casos mais Severos
promove a queda prematura dos frutos, reduzindo a produtividade. Em vista das
restricbes fitossanitarias impostas pelos paises importadores, cargas do fruto
infectado séo rejeitadas, originando prejuizo aos paises produtores.

O controle da MPC no campo € feito principalmente através de sucessivas
aplicacdes de agroquimicos, que geralmente sdo os mesmos utilizados no controle
de outras doencas fungicas de citros. Apesar dos fungicidas garantirem uma
estabilidade na producédo, seu uso continuo e prolongado pode levar a selecédo de
linhagens resistentes, tornando ineficientes as medidas de controle disponiveis.
Diante disso, e tendo a sociedade maior consciéncia dos danos que o0s
agroquimicos causam a saude humana e ao ambiente, € crescente o nimero de
pesquisas relacionadas ao uso de agentes naturais no controle de doencas em
plantas.

Microrganismos endofiticos sdo considerados aqueles que habitam o interior
dos tecidos vegetais em pelo menos uma fase do seu ciclo de vida. A natureza da
interacdo pode variar conforme as espeécies relacionadas, podendo ser o
microrganismo um patégeno oportunista ou até mesmo ocorrer simbiose. Podem
exercer acdo mutualistica com o hospedeiro: enquanto a planta fornece um lugar
sSeguro e com reservas nutricionais, o microrganismo inibe a infeccao por patégenos,
seja por competicdo, parasitismo ou producdo de substancias antagbnicas ao
agente causal de doencas.

Nesse contexto, o uso de microrganismos endofiticos isolados de citros com
acao antagonica a Phyllosticta citricarpa possui oportuno potencial no biocontrole da
MPC. Devido aos problemas ambientais e de saude, muitos fungicidas utilizados na
agricultura vem sendo removidos do mercado, 0 que gera uma necessidade da
substituicdo alternativa deste agroquimico para o controle de pragas e patdgenos.

Entretanto, um conhecimento mais apurado em relacdo as interagfes entre 0s
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microrganismos necessita antes ser compreendido para que tais beneficios sejam

explorados.
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2 OBJETIVOS

- Selecionar fungos endofiticos isolados de citros com possivel acéo
antagoOnica a Phyllosticta citricarpa;

- Identificar os fungos com atividade antagbnica através da caracterizacdo
macro e microscopica e pelo sequenciamento parcial da regido ITS do rDNA;

- Estabelecer possibilidades para o controle biolégico do fungo fitopatogénico

Phyllosticta citricarpa, causador da Mancha Preta dos Citros.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 MANCHA PRETA DOS CITROS

A Mancha Preta dos Citros (MPC), também conhecida como pinta preta, é
uma fitopatologia ocasionada pelo fungo Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Van der
Aa (1973), teleomorfo Guignardia citricarpa Kiely (1948). Este microrganismo
provoca lesdes em frutos citricos afetando todas as variedades de laranja doce
(Citrus sinensis), limdes verdadeiros (Citrus limon e Citrus limonia), pomelos (Citrus
maxima) e algumas variedades de tangerina (Citrus reticulata), excluindo-se apenas
variedades de laranja azeda (Citrus aurantium) e lima acida “Tahiti” (Citrus latifolia
Tanaka), (KOTZE, 1981; BALDASSARI; WICKERT; GOES, 2008). As perdas
provocadas pela doenca podem ser muito elevadas, principalmente em limdes
verdadeiros, mexericas “Rio” e “Montenegrina”, laranjas doces, tangores “Murgot” e
algumas tangerinas (FEICHTENBERGER, 1996; KIMATI; BERGAMIN FILHO;
AMORIM, 2005).

Os sintomas da doenca sao aparentes em folhas, peciolos, ramos, espinhos,
pedunculos e principalmente frutos, que ficam improprios para exportacdo e sao
também muito depreciados no mercado nacional de fruta fresca (KIMATI,
BERGAMIN FILHO, AMORIM 2005).

Este fungo deteriora a casca do fruto, que desenvolve lesGes com centro
deprimido de cor marrom-escura ou cinza clara, bordos salientes escuros com halo
amarelo-esverdeado. A intensidade da doenca além de prejudicar a aparéncia, esta
diretamente relacionada a queda prematura dos frutos, reduzindo a produtividade e
a qualidade, e assim, inviabilizando a comercializacdo (SPOSITO, 2003;
GASPAROTTO; PEREIRA, 2004).

A temperatura e a luz influenciam o desenvolvimento de P. citricarpa em
frutos, em invernos rigorosos e épocas de seca a incidéncia é menor e na
extremidade do fruto voltada para o sol a incidéncia de lesbes é mais evidente
(KOTZE, 1981).

Os sintomas geralmente surgem tarde e durante a temporada os frutos que
nao apresentam indicios da doenca podem vir a desenvolver os sintomas no periodo

pos-colheita. O surgimento das lesbes € muito influenciado pelas condigbes de
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transporte ou armazenamento, temperaturas elevadas e alta luminosidade durante
este periodo favorecem o desenvolvimento dos sintomas (AGOSTINI; PERES et al.
2006).

A MPC tem sido encontrada em diversas regifes produtoras de citros no
mundo, como Argentina, Hong-Kong, China, Indonésia, Japao, Quénia, Nigéria,
Suazilandia, Mocambique, Filipinas, Peru, Taiwan, Uruguai, Venezuela, Zimbébue,
varias regides da Africa do Sul, na costa da Austrélia e Brasil (TIMMER, GARNSEY:;
GRAHAM 2002). Mais recentemente foram encontrados pomares citricos infectados
em Uganda (REEDER, KELLY; HARLING, 2009) e em Gana (BRENTU et al., 2012),
sendo este pais localizado na costa oeste do continente africano, demonstrando a
dispersédo da doenca.

Os primeiros relatos da doenca sao datados de 1895 em frutos de uma regiao
citricola nos arredores de Sidnei, Australia, acarretando perdas na producédo e no
pés-colheita (ROBBS, 1990). O primeiro registro da doenca no Brasil é datado entre
1938 e 1940, em uma feira no estado de Sdo Paulo, ndo recebendo, entretanto,
importancia na época (AVERNA-SACCA, 1940). A MPC ja foi relatada em regifes
citricolas de vérios estados como Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Sdo Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Goias, Espirito Santo,
Amazonas e Parana (KIMATI, 2005; NUNES et al., 2006).

A doenca é considerada quarentenaria A1 na Unido Europeia por ndo estar
presente em seus paises membros. Em virtude disso, a tolerancia em relacdo a
importacdo de frutos que apresentem sintomas da doenca é zero e cargas inteiras
séo recusadas.

Em abril de 2010, a preocupacédo de citricultores do estado da Florida, nos
Estados Unidos da América, aumentou com a chegada da MPC em seus pomares,
pois sua ocorréncia foi reconhecida pelo governo estadunidense. Alguns
pesquisadores ja verificaram que frutas da regido estdo infectadas e expressam
preocupacdo com a falta de medidas eficientes para o controle da doenca (LEMON;
MCNALLY, 2010).

Os frutos acometidos pela MPC apresentam diferentes formas de lesdes.
Abaixo a descricéo realizada por Kotzé (1981) e na Figura 1 a identificacdo destas
lesdes.

Mancha dura (Mancha Preta): S&o o0s sintomas tipicos e mais comumente

encontrados nos frutos, geralmente durante o inicio da maturacdo. Em frutos verdes,
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um halo amarelo circunda cada lesao; em frutos maduros, um halo verde circula
uma lesdo marrom, que apresenta centro em depressao com coloragao variando de
marrom claro a acinzentado. As bordas da lesédo sédo de coloragcdo marrom escuro e
salientes. Os pontos pretos sdo formados no cerne. Embora haja a presenca de
picnidios, ascosporos ndo sao evidenciados. Frutos colhidos e infectados, apesar de
nao apresentarem sintomas aparentes, podem desenvolvé-los durante o transporte
ou armazenagem. Foi evidenciado que as manchas desta categoria ocorrem com
maior frequéncia no lado voltado a luz solar.

Kotzé descreveu também sintomas semelhantes aos da melanose dos citros,
nao estando envolvido, entretanto a presenca de Diaporthe citri Wolf, sendo os
sintomas decorrentes da infec¢do por P. citricarpa e recebendo a denominacdo de
falsa melanose. As lesdes sdo muito pequenas e numerosas, de coloracdo escura
que em geral aparecem em frutos jovens. No decorrer da temporada a falsa
melanose pode vir a desenvolver lesdes do tipo mancha dura.

Mancha sardenta: S&o lesGes pequenas de coloracdo pardo-avermelhadas,
levemente deprimidas, com bordos definidos e formato irregular, normalmente sem
apresentar as frutificagcdes do fungo. Ocorrem apds o inicio da maturagéo dos frutos,
sendo quase invisiveis a olho nu e podendo coalescer originando lesGes parecidas
com as formadas pela melanose. Em condi¢cdes favoraveis de temperatura e
luminosidade podem dar origem a mancha virulenta. A ocorréncia é maior em frutos
armazenados em temperaturas acima de 20°C.

Mancha virulenta: Pode ser resultante da evolucdo das manchas pretas e
aparecem geralmente ao final da safra, quando os frutos estdo maduros. Sintomas
sdo mais evidenciados com ocorréncia de altas temperaturas. Caracteriza-se pela
formacdo de lesdes grandes, escuras ou de coloracdo marrom escuro, deprimidas,
com ou sem frutificacdes, de formato irregular. O centro possui cor cinza a as bordas
séo salientes, marrom escura ou vermelha escura, com ou sem frutificagoes.

S&do considerados também mais dois tipos de expressdo dos sintomas, a mancha
rendilhada e mancha trincada (GOES, 2005):

Mancha rendilhada: S&o lesGes superficiais sem bordas definidas e textura lisa,
coloragéo alaranjada com o centro amarelo-marrom a marrom-escuro que aparecem
guando os frutos ainda estdo verdes. Estas lesbes podem atingir grande parte da

superficie do fruto.
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Mancha trincada: A lesdo é superficial e ocorre em pequeno numero nos frutos
ainda verdes. Ap6s a maturacdo, a lesdo trinca e é associada ao acaro da falsa
ferrugem (Phyllocoptruta oleivora).

N&ao foram relacionados os diferentes tipos de sintomas com a infecgao
acarretada por diferentes propagulos, devido ao estagio de maturacdo do fruto,
fatores ambientais ou da combinacéo desses fatores (AGOSTINI et al., 2006).

Figura 1 - SINTOMAS DA MANCHA PRETA EM FRUTOS: (A) MANCHA PRETA,
(B) FALSA MELANOSE, (C) MANCHA SARDENTA, (D) MANCHA VIRULENTA, (E)
MANCHA RENDILHADA E (F) MANCHA TRINCADA.

Fonte: SILVA-PINHATI et al., 2009

A disseminacdo da MPC pode ocorrer através de picnidiosporos, fase
assexual, ou dos ascoésporos, correspondentes a fase sexuada. Os picnidios
geralmente formam-se em lesGes nos frutos infectados, galhos e folhas caidas e,
ocasionalmente, em pedunculos e nas folhas infectadas. No interior dos picnidios
sdo formados os picnididsporos, que estao relacionados com as infec¢des a curta
distancia, pois sdo levados pela &agua das chuvas, orvalho ou irrigacéo,
contaminando outros frutos em desenvolvimento (KOTZE, 1981; AGOSTINI et al.,
2006).
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Os ascosporos sdo formados nas folhas caidas e sé@o dispersos pelo ar,
atingindo a superficie de frutos e folhas, disseminando a doenca. E a principal fonte
de inéculo quando um estagio de epidemia se estabelece nos pomares.

O contato de picnididésporos ou ascésporos na superficie umida do fruto
possibilitam o desenvolvimento de um apressorio, que forma uma hifa infectiva e
penetra na cuticula do vegetal. Posteriormente, uma massa micelial desenvolve-se
no interior dos tecidos da casca. Uma caracteristica importante do MPC é o fato da
infeccdo apresentar um longo periodo de laténcia apdés o contagio (ROBBS, 1990;
KOTZE, 1981). O controle da doenca baseia-se na aplicacio de fungicidas
protetores, sistémicos ou a mistura deles, associados a 6leos minerais ou vegetais,
sendo o grupo dos benzimidazois (benomil, carbendazim, tiofanato metilico e
tiabendazol) o mais frequentemente utilizado nos pomares citricos do Brasil (GOES,
2002).

O controle quimico usualmente aplicado no campo é uma pratica importante,
reduzindo de maneira eficaz os danos quantitativos causados pela queda prematura
de frutos sintomaticos. Entretanto, ndo € capaz de reduzir a intensidade da doenca
para a producao de frutos in natura nas areas com alta incidéncia (SPOSITO, 2003).

Segundo Feichtenberger (1996), uma das medidas de controle seriam as
pulverizacdes visando a protecdo dos frutos durante o principal periodo de
suscetibilidade, de até 4 a 5 meses apdés a queda das pétalas, com fungicidas
sistémicos (benzimidazlis ou estrobilurinas) ou de contato (cUpricos ou
ditiocarbamatos), preferencialmente de forma associada, acrescidos de 6leo mineral
ou vegetal. Cobre é usado como protetor para muitos desses problemas, devendo
ser utilizado com cautela, pois existe o risco de toxicidade (DAVIES; ALBRIGO,
1994).

Uma vez que desde a infec¢do até o aparecimento dos sintomas existe um
longo periodo quiescente, Kotzé (1981) sugere que 0 sucesso no controle da doenca
através de fungicidas sistémicos depende em explorar esse periodo.

Como medidas preventivas recomenda-se a retirada dos frutos tempordes
infectados, recobrir as folhas infectadas caidas, evitar o transito de frutos e a
utilizacdo de materiais de colheita de outras propriedades localizadas em regibes
afetadas (SANTOS-FILHO et al., 2005).

As doencas fungicas geralmente sdo dificeis de controlar com os defensivos

disponiveis (DAVIES; ALBRIGO 1994). Sao poucos os fungicidas eficazes contra a
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MPC, e sdo na maioria das vezes usados também no manejo de outras doencas
fangicas na citricultura, tais como a podridao-floral (Colletotrichum acutatum
Simmonds), verrugose (Elsinoe spp.) e melanose (Diaporthe citri Wolf)
(RODRIGUEZ et al., 2007). Desta forma, o emprego continuo de fungicidas promove
a selecédo de linhagens resistentes do agente causal. Este fato foi comprovado nas
principais regibes citricolas da Africa do Sul e acarretou importantes perdas
econdmicas para este pais (HERBERT, 1985; SCHUTTE, 2003). A resisténcia de P.
citricarpa a benzimidazois ja foi descrita em regifes citricolas no estado de Séo
Paulo, onde havia frequente aplicacao deste fungicida (RODRIGUEZ et al., 2007).

Possiede et al. (2009) investigaram os efeitos in vitro dos fungicidas benomil e
azoxistrobin em 10 linhagens de P. citricarpa isoladas de les6es em plantas citricas
no Brasil e na Africa do Sul. Todas as linhagens isoladas de pomares brasileiros
apresentaram suscetibilidade ao Benomil na concentracdo 0,5 pg/mL. O
Azoxystrobin nao inibiu o desenvolvimento das linhagens até na concentracdo de 10
Mg/mL, entretanto, exerceu consideravel reducdo na taxa de esporulacdo. As
linhagens de origem sul-africana apresentaram resisténcia ao Benomil em
concentragcédo de até 100 pg/mL do fungicida, e diferente das linhagens do Brasil,
nao tiveram reducao na taxa de esporulagédo quando submetidas ao tratamento com
Azoxystrobin. A andlise por RAPD demonstrou que a sensibilidade das linhagens de
P. citricarpa a estrobilurina possivelmente estaria relacionada a variabilidade
genética dos isolados, uma vez que linhagens mais proximas apresentaram
diferentes respostas ao fungicida, e entre linhagens com maior variacdo foi
observada suscetibilidade similar.

Muitos mecanismos de resisténcia ainda sao desconhecidos. Alguns incluem
a alteracdo bioquimica do sitio alvo, de modo que este apresenta perda de sua
suscetibilidade. Pode também ocorrer o desenvolvimento de uma via metabdlica
alternativa, que evita o sitio alvo. Alguns organismos tornam-se aptos a degradacao
metabdlica do fungicida; e ainda a exclusdo ou expulsdo do mesmo. Assim,
populac6es de patdgenos que desenvolvem resisténcia a um determinado fungicida,
simultaneamente tornam-se resistentes a outros que possuam 0 mesmo mecanismo
de acéo (BRENT; HOLLOMON, 2007).

Problemas como o surgimento de isolados de Phyllosticta citricarpa
resistentes aos agroquimicos, impactos negativos ao ambiente e restricbes de

ordem publica e econdmica estimulam a busca de novas alternativas de controle de
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doencas, principalmente pela introducdo de agentes de biocontrole e de produtos
alternativos (BERNARDO; BETIOL, 2010).

3.2 FUNGOS ENDOFITICOS

O termo endofitico foi proposto por Bary em 1866, conforme cita
Suryanarayanan et al. (2009) e compreendia toda comunidade microbiana residente
no interior dos tecidos vegetais sadios. Carroll (1988) revisou esta definicdo e propds
gue endofiticos abrangia qualquer microrganismo que em pelo menos uma fase do
ciclo de vida, habitavam o interior de tecidos vegetais aéreos sem danos aparentes a
planta. Uma definicho mais atual e especifica de enddfitos considera todos os
microrganismos, cultivaveis ou ndo, que habitam o interior de tecidos vegetais de
forma assintomatica, sem a formacéo de estruturas externas visiveis (AZEVEDO,;
ARAUJO, 2006). Esta Gltima definicdo desconsidera os fungos micorrizos e bactérias
nodulantes, e inclui os microrganismos de dificil manipulagdo em laborat6rio, mas
passiveis de identificacdo mediante técnicas de DNA fingerprinting ou
metagendmica.

Na endosfera vegetal, que compreende os tecidos intersticiais da planta, os
endofiticos estdo em ambiente protegido, que lhes confere vantagem competitiva
sobre microrganismos da filosfera ou da rizosfera, com fluxo continuo de nutrientes,
pH e umidade adequados, assim como protecdo de um alto nimero e densidade de
competidores (BACKMAN; SIKORA, 2008).

A comunidade endofitica pode eventualmente fornecer algum beneficio para o
hospedeiro, tal como protecédo contra patdégenos e pragas, producdo de hormdnios
vegetais e aumentar a resisténcia ao estresse hidrico. A presenca destes
microrganismos atua controlando a incidéncia de patdégenos, seja por parasitismo,
competindo por espaco e nutrientes ou produzindo substancias antag6nicas e assim
reduzindo o aparecimento de doencas (PEIXOTO-NETO; AZEVEDO; ARAUJO,
2002; AZEVEDO, 2008; MACCHERONI; ARAUJO; LIMA, 2010). Segundo Backman
e Sikora (2008) os organismos endofiticos sdo de alguma maneira, selecionados
para seu nicho devido aos efeitos benéficos que oferecem ao hospedeiro e devido a

habilidade em resistir aos mecanismos de defesa da planta. A energia despendida
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pelo hospedeiro na producdo e manutencdo da biomassa endofitica é
provavelmente compensada pela melhora na salude da planta devido a presenca dos
microrganismaos.

Sieber (2007) analisando arvores das familias Betulacea, Fagaceae,
Cupressaceae e Pinaceae quanto a presenca de endofiticos, relatou a frequente
dominancia dos mesmos endofiticos nas espécies mais relacionadas. A relacdo de
dominancia endofitica decresce conforme o parentesco entre as espécies
hospedeiras diminui, sendo estas mais pronunciadas entre as angiospermas e
gimnospermas: as angiospermas apresentaram dominancia representada pela
ordem Diaporthales ao passo que nas gimnospermas a presenca da ordem
Helotiales foi mais frequente. O autor coloca que a divergéncia entre angiospermas
e gimnospermas ocorreu a aproximadamente 300 milhdes de anos, e estima-se que
no mesmo periodo tenha ocorrido a divergéncia entre os ascomicetos Diaporthales e
Helotiales. De acordo com esta hipétese, as interacfes entre plantas e endéfitos
seriam de longa data e uma co-evolucdo teria moldado a simbiose encontrada
atualmente (MISAGHI; DONNDELINGER, 1990). Corroborando com isso esta a
auséncia ou a branda patogenicidade (quando existente) da comunidade endofitica
em comparagdo com microrganismos epifiticos.

Em virtude da longa convivéncia entre planta e endofitico, € provavel que
possa ter ocorrido transferéncia de acidos nucleicos entre estes, uma vez que
moléculas organicas relativamente raras produzidas por plantas sdo, em alguns
casos, também produzidas por certos tipos de endofiticos, utilizando uma via
metabdlica semelhante para a sintese destes compostos (STROBEL, 2002; WANG;
DAI, 2010).

Embora a natureza assintomatica dos endofiticos aparente relacdes
simbidticas ou mutualisticas com a planta, a diversidade de espécies sugere que
eles podem também ser saprofitos agressivos ou patdégenos oportunistas, deixando
o estado quiescente quando as condi¢cdes sao favoraveis e/ou quando estas séo
desfavoraveis para o hospedeiro. E provavel que alguns endofiticos tornem-se
saprofitos durante a senescéncia da planta, dando inicio a degradacéao biologica
(STROBEL, 2002; STROBEL, 2003; HYDE; SOYTONG, 2008). Uma vez que a
vasta maioria das plantas ainda néo foi estudada quanto a presenca e diversidade
de seus endofiticos, existe uma enorme oportunidade para o isolamento de novas
formas fangicas, taxons e bidtipos (STROBEL, 2003).
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Os fungos sé@o os microrganismos endofiticos predominantes. O numero de
espécies detectadas depende de fatores bibticos, abidticos e experimentais, da
espécie hospedeira, tipo e fase do 6rgao vegetal, condicbes edéficas e climaticas,
do procedimento do isolamento e numero e tamanho da amostra (SIEBER, 2007).

Os enddfitos podem ser transmitidos de uma geracao para outra através das
sementes ou de propagulos vegetativos, entretanto, a maior parte dos
microrganismos € transmitida horizontalmente através de esporos (CARROLL,
1988). A penetracdo no hospedeiro é realizada principalmente pelos estématos,
raizes e eventuais ferimentos (ARAUJO et al., 2002).

Atualmente os endofiticos sdo considerados uma excelente fonte de produtos
bioativos naturais, devido ao fato de muitos serem encontrados ocupando milhares
de nichos ecoldgicos amplamente encontrados em plantas vasculares em ambientes
diversos, sendo relatados também em algas, musgos, samambaias (TAN; ZOU,
2001; STROBEL, 2003) e liguens (LI et al., 2007).

3.3 CONTROLE BIOLOGICO E POTENCIAL DOS MICRORGANISMOS
ENDOFITICOS

Em termos gerais, controle biolégico € a supressdo de danos causados por
um organismo, devido a atividade de outros organismos, geralmente considerados
inimigos naturais. Inclui ainda a utilizacdo de produtos extraidos de origens naturais
ou fermentados para o controle do organismo causador de danos. Em fitopatologia,
o termo é aplicado ao uso de microrganismos antagonistas na supressao de
doencas e abrange também o uso de patdgenos hospedeiro-especificos no controle
de ervas daninhas (PAL; MCSPADDEN, 2006).

O interesse cientifico no controle biolégico de fitopatdbgenos tem sido
estimulado pela crescente ciéncia dos efeitos nocivos que alguns defensivos
oferecem a saude humana e ao ambiente. Ha também uma necessidade de
controlar varias doencgas para as quais atualmente ndo existe tratamento eficiente,
onde a rotacdo de cultura € impraticavel ou em situagbes que o controle quimico é
inviavel (STROBEL; DAISY, 2003; TRIGIANO; WINDHAM; WINDHAM, 2004).
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Devido aos problemas de saude e ambientais, muitos agentes sintéticos
utilizados na agricultura foram e tém sido removidos do mercado, 0 que gera a
necessidade de encontrar formas alternativas para o controle de pragas e patdégenos
(STROBEL, 2003). Caso recente foi evidenciado na utlizacdo do fungicida
Carbendazim, permitido no Brasil, Japdo, Canadé e Unido Europeia, mas restringido
nos Estados Unidos, os maiores importadores da producao brasileira. Segundo a
Food and Drug Administration, o fungicida pode deixar residuo acima do nivel
toleravel nos derivados citricos, apesar disso, 0 uso nos EUA é autorizado na
producdo de macas (ASSOCITRUS, 2012).

Segundo Hawksworth (2004) estima-se que exista 1,5 milhdes de espécies
fungicas e destas 100.000 foram descritas, 0 que significa que se conhece apenas
cerca de 7 % das espécies de fungos do planeta. O restante estaria em florestas
tropicais, em ambientes inexplorados e parte seriam espécies isoladas, porém nao
identificadas e nomeadas.

Das espécies conhecidas, poucas foram testadas quanto a producdo de
metabdlitos bioativos, o que revela o potencial econdmico inexplorado dos fungos
(SURYANARAYANAN et al., 2009). Das cerca de 300.000 espécies de plantas
existentes no planeta, cada uma € hospedeira de um ou mais endofiticos. Embora
apenas uma pequena parcela destas jA4 tenha sido estudada quanto a sua
comunidade endofitica, investigacdes deste cunho sdo cada vez mais frequentes na
literatura (STROBEL, 2003; HYDE; SOYTONG, 2008). Este crescente numero é
uma premissa para 0 aumento do conhecimento da biodiversidade e para a
descoberta de novos compostos e estruturas bioativas (GUO et al., 2008).

Produtos resultantes do metabolismo secundario de endofiticos séo
intensamente estudados por apresentarem oportuna utilizacdo na industria, medicina
e agricultura, e incluem alcal6ides, benzopiranonas, flavondides, acidos fendlicos,
quinonas, esteroides, terpendides, tetralonas e xantonas (TAN; ZOU, 2001).
Algumas das diversas utilizacbes das substancias produzidas por endofiticos séo
utilizadas como compostos anticancerigenos, antioxidantes e antimicrobianos
(PIMENTEL et al.,, 2011). A maioria dos microrganismos produz e secreta um ou
mais compostos com atividade antibiética, em alguns casos eficazes na supressao
de fitopatdogenos e doencas causadas por estes (PAL; MCSPADDEN, 2006).

Lu et al. (2000) identificaram os compostos produzidos por Colletotrichum sp

isolado da planta medicinal Artemisia annua. Trés novos compostos encontrados
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apresentaram atividade contra fungos e bactérias patogénicas ao homem, além de
atividade fungistética a fitopatogenos. O fungo produziu outras substancias, dentre
elas ergosterol e Acido indolacético. Segundo os autores, a producéo de metabdlitos
toxicos ou letais aos fitopatdbgenos e a presenca dos reguladores vegetais, denota
gue Colletotrichum sp esteja presumivelmente envolvido no sucesso de adaptacéo e
competicdo da planta no ambiente.

Os mecanismos de defesa das plantas contra fungos patogénicos incluem o
acumulo de metabdlitos antifingicos em resposta ao ataque dos fitopatdgenos e a
presenca constitutiva destes compostos. A degradagdo dessas substancias ou
conversdo para produtos menos toxicos é um importante método utilizado por
patégenos para ultrapassar a defesa do hospedeiro (VANETTEN et al., 1989).

Alguns compostos bastante caracterizados por esta atividade sdo os acidos
Hidroxamicos (NIEMEYER, 2009). Quando desencadeada a resposta de defesa (lise
celular), os acidos hidroxamicos séo convertidos para compostos téxicos como BOA
(benzoxazolinon 2-benzoxazolinona) e HBOA (2-hydroxy-1,4-benzoxazin-3-1)
nocivos a microrganismos e nematdides (SAUNDERS, 2009). A presenca dos
endofiticos convivendo com compostos téxicos indicam um potencial adaptativo de
biodegradacéo e a producdo de um conjunto de enzimas especificas que permitem a
sua sobrevivéncia sob tais condi¢cbes. Zikmundova et al. (2002) em experimento in
vitro, relatou a conversdo mediada pelo endofitico Fusarium sambucinum, de Acidos
Hidroxamicos BOA e HBOA para N-(2-hydroxyphenyl) acido malonamico, um
composto de baixa toxicidade. Algumas espécies de Fusarium patogénicos sao
bastante tolerantes ao BOA, fato que garante o sucesso da colonizacdo no
hospedeiro. Além disso, a susceptibilidade da maioria dos microrganismos limita a
competicdo com o patégeno (SAUNDERS, 2009).

Fungos endofiticos isolados de plantas medicinais oferecem uma oportuna
fonte de novos metabdlitos secundarios. Gomes-Figueiredo et al. (2007) analisaram
a atividade de Pestalotiopsis sp, isolados da planta medicinal Maytenus ilicifolia
Mart. ex. Reiss, (Espinheira Santa) nativa da América do Sul e popularmente
utilizada no tratamento de Ulceras estomacais e problemas gastricos. Os metabalitos
produzidos por alguns destes isolados demonstraram inibicAo a patdgenos
humanos, como Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli e a cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina.
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Devido as suas propriedades farmacologicas, a planta Annona squamosa é
utilizada pela medicina popular em diversas regibes da India. E utilizada como
preventivo ao diabetes e reducdo do hipertireoidismo, sendo também reportadas
propriedades anticancerigenas, abortivas e inseticidas. Lin et al. (2010) exploraram a
comunidade endofitica desta planta, encontrando 19 géneros, sendo a maioria
pertencente as ordens Diapothales e Hypocreales. Alguns destes endofitos
demonstraram ampla atividade antimicrobiana, antioxidante, antitumoral, atividade
inibitéria da acetilcolinesterase e da tripsina. A ordem Diapothales apresentou alta
frequéncia de dominios génicos para a enzima policetideo sintase, (PKS), que sao
relacionados a sintese de produtos naturais em muitos microrganismos.

Os resultados obtidos em ambientes controlados nem sempre sao
condizentes com os testes a campo, porém, delimitam os microrganismos que
exercem alguma inibicdo ao patégeno. Kupper et al. (2011) testou em campo a
atividade inibitéria aos sintomas da MPC, utilizando linhagens de Bacillus subtilis e
Trichoderma spp. Embora os resultados em laboratorio tenham sido promissores,
com Trichoderma viride (ACB14) e Trichoderma sp (ABC40) inibindo o
desenvolvimento de P. citricarpa em 50% e 56,8% respectivamente, em campo 0s
resultados utilizando caldo fermentado n&o demonstraram exercer um controle
eficiente. As linhagens de Bacillus subtilis em campo demonstraram ser potenciais
para o controle biol6égico, entretanto, os resultados foram variaveis e dependentes
das condi¢cdes ambientais.

O estudo de antagonismos por compostos organicos volateis (COV) nao é tao
frequente na literatura quando comparado aos testes de metabdlitos difusiveis
(CHAURASIA et al., 2005). Entretanto, a comunidade cientifica tem cada vez mais
atentado a importancia da pesquisa de COV. Grandes quantidades sdo formadas
como produtos finais do metabolismo da fermentagdo anaerdbica. Podem ser
formados também durante a degradacdo de moléculas organicas complexas, que
sdo perdidos antes da completa degradacdo e absorcdo pelo microrganismo
(INSAM; SEEWALD, 2010).

O fungo endofitico Musdocor albus é frequentemente citado na literatura
como o mais promissor produtor de COV. Este xilareaceo ndo esporulante, foi
isolado de folhas de Cinnamomum zeylanicum (canela) e foi letal para certos fungos

e bactérias pela producdo de uma mistura de compostos volateis. A andlise dos
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COV através de cromatografia gasosa identificou que este endofitico produz 25
compostos volateis diferentes (STROBEL et al. 2001; STROBEL, 2003).

Ezra et al. (2004), identificaram e mimetizaram artificialmente os COV
produzidos pelo endofitico Musdocor albus. Os compostos encontrados resultaram
na inibicdo e em alguns casos, na letalidade de diversos microrganismos, incluindo
leveduras, bactérias e fitopatdbgenos. Além desta espécie, outros membros deste
género, como M. crispans e M. roseus produzem COV gue demonstraram eficiéncia
na micofumigacdo de varios fitopatdbgenos de varias classes fungicas como
Verticillium dahliae, Pythium ultimum, Rhizoctonia solani e Aphanomyces cochlioides
(STINSON et al., 2003; MITCHELL et al., 2010).

Compostos volateis séo potenciais no tratamento de sementes, flores e frutos
e outras partes das plantas quando armazenadas ou enquanto sdo transportadas,
reduzindo ou eliminando lesbes e doengas provocadas por microrganismos
(WORAPONG, 2001; MERCIER; JIMENEZ, 2004). Fialho et al., (2010) analisou a
atividade dos volateis produzidos por Saccharomyces cerevisiae no controle de P.
citricarpa. Os constituintes volateis inibiram em até 87,2% o desenvolvimento
micelial do patégeno. Utilizando cromatografia gasosa acoplada a microextragdo em
fase solida (SPME-CG-MS), foram identificados 7 constituintes produzidos, sendo
etil acetato, 3-methil-1-butanol, 2-methil-1-butanol, &lcool feniletil, etiloctanoato e
predominéancia de etanol. Em virtude do baixo espectro de fungicidas permitidos no
pos-colheita, os autores sugerem que o tratamento com os volateis produzidos por
Saccharomyces cerevisiae ou mimetizados, podem proteger os frutos durante o
transporte ou armazenamento em camaras fechadas. A acdo protetora dos
metabdlitos endofiticos juntamente com agentes quimicos comerciais, podera
futuramente levar a um efeito sinergético contra doencas em plantas (BACKMAN;
SIKORA, 2008).

4 MATERIAL E METODOS

O Projeto foi conduzido utilizando fungos endofiticos pertencentes a colecdo
do Laboratério de Genética de Microrganismos da UFPR (LabGeM). Os

microrganismos sdo oriundos de folhas de pomares citricos da regidao norte do
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Parana, a priori ausentes da presenca do fitopatogeno Phyllosticta citricarpa,
coletadas em maio e junho de 2010. O isolamento foi conduzido mediante diferentes
condicbes de pH e temperatura: pH 5,8 e 6,8 e temperaturas de 22° 28° e 35°
Celsius, visando obter uma maior abrangéncia dos possiveis enddfitos. Todos o0s
isolados foram mantidos em mesma condicao, plaqueados em meio BDA pH 6,8 e a
temperatura ambiente (SCHUH, 2010 com. pes.). Os fungos que apresentaram
semelhanca morfolégica foram agrupados e foi escolhido um representante para o
grupo. Foram obtidos 68 grupos que apresentaram morfologias distintas, que
compuseram os isolados para o experimento.

Para os testes de antagonismo foi utilizado o fungo Phyllosticta citricarpa
linhagem LGMFO06 (33/05) LabGeM — UFPR, cultivado em meio BDA pH 5,8.

A colecéo foi mantida em tubos de ensaio em meio BDA pH 6,8 e repiques
foram realizados a cada trés meses. Foram também armazenados em agua

destilada conforme o método de Castellani (1939).

4.1 TESTES DE ANTAGONISMO A Phyllosticta citricarpa

A atividade antagonica dos 68 isolados foi testada contra o fitopatégeno P.
citricarpa mediante confronto direto em placa, pela inibicdo de crescimento devido a
producdo de metabdlitos volateis e pela producdo de metabdlitos ndo volateis,

conforme descrito a seguir:

4.1.1 Cultura Pareada (Mariano,1993)

Os isolados foram transferidos para placas de Petri com meio BDA pH 6,8 a
28°C. Apos sete dias, cilindros de micélio com 6 mm de diametro foram retirados e
depositados em mesma placa com cilindros de micélio de P. citricarpa. O patégeno
foi inoculado na placa trés dias antes dos endofiticos. Os cilindros foram depositados

sobre meio completo pH 6,8, a uma distancia de 2 cm da borda da placa em linha
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mediana. As placas foram vedadas com filme plastico PVC e mantidas em BOD a
28°C. O ensaio foi realizado com quatro repetigcoes.

No grupo controle, apenas cilindros de micélio do fitopatogeno foram
depositados sobre a placa, dispostos da mesma forma que os tratamentos. Os
didmetros das colbnias foram aferidos apés 7 e 14 dias de crescimento. Como
controle negativo utilizou-se o fungicida Carbendazim (Derosal 500) na concentracéo
de 1 mg/mL no meio de cultura (RODRIGUEZ et al., 2007).

A porcentagem de inibicdo do crescimento de P. citricarpa foi realizada
conforme Edginton et al. (1971), estimado pela diferenca entre a média de
crescimento do fitopatégeno e a média do crescimento do endofitico, dividido pela
média do fitopatdbgeno. A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de LSD (least significant difference) a 5% de
probabilidade.

4.1.2 Teste Dos Metabolitos Volateis

Para testar a inibicdo de P. citricarpa devido a producdo de metabdlitos
volateis pelos isolados endofiticos, foi realizado confronto em placas de Petri com
diviséria. Apos sete dias de crescimento, de cada isolado foi retirado um cilindro de
micélio de 6 mm de diametro, que foi depositado na extremidade oposta ao
fitopatdgeno, este ja com 3 dias de vantagem.

Utilizou-se meio completo (AZEVEDO; COSTA, 1973) em pH 6,8. Como
controle, um cilindro de micélio do fitopatdgeno foi inoculado na extremidade oposta
da placa. As placas foram vedadas com filme plastico PVC e mantidas em BOD a
280 C. O experimento foi realizado com 4 repeticoes.

As leituras foram realizadas mensurando o didmetro das colbnias do
fitopatdgeno com 7 e 14 dias de crescimento. Os dados foram analisados pelo teste

Kruskal-Wallis seguido por teste de comparacéo LSD a 5%.
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4.1.3 Teste Dos Metabdlitos Nao Volateis

Os isolados que apresentaram inibicdo superior a 50% no diametro de P.
citricarpa nos testes anteriores foram selecionados para a analise dos metabdlitos
ndo volateis (MARTINS-CORDER; MELO, 1998 adaptado por GOMES, 2008).
Verteu-se meio BDA sobre placas de Petri e sobre o meio de cultura foi depositado
uma pelicula de papel celofane previamente esterilizado. Sobre o celofane foi
inoculado micélio dos fungos endofiticos com potencial para o controle do
fitopatdgeno. Apos 5 dias o celofane foi retirado, permanecendo o metabdlito no
meio de cultura. Para evitar o desenvolvimento de eventuais células remanescentes,
uma aliquota de 5 mL de cloroférmio foi vertido na tampa da placa de Petri e esta
mantida invertida overnight em fluxo laminar. Apés esse periodo um cilindro de P.
citricarpa com 6 mm de diametro foi retirada de uma cultura de 7 dias e inoculada no
centro das placas. Estas foram mantidas em estufa BOD a 28 graus durante 7 dias.

A analise da possivel interferéncia no desenvolvimento micelial foi realizada
comparando os tratamentos com o controle, que consistiu da inoculagdo de um
cilindro de P. citricarpa em placa onde previamente foi inoculado o proprio
fitopatbgeno sobre o celofane. Como controle negativo utilizou-se Carbendazim (1
mg/mL) no meio de cultura. Foi realizado também o controle sobre o uso de
cloroférmio no crescimento de P. citricarpa.

O experimento foi realizado com 6 repeticbes. A analise dos valores foi
realizada mediante teste Kruskal-Wallis seguido por teste de comparacéao LSD a 5%.
O endofitico com maior potencial para o controle biolégico de P. citricarpa pela
producdo de um composto volatil foi selecionado nestes testes iniciais para os testes
descritos a seguir e depositado na Colecdo de Microrganismos do Laboratério de
Genética de Microrganismos com o c6digo LGMF1254.
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4.2 INFLUENCIA DO MEIO DE CULTURA NA PRODUCAO DO COMPOSTO
VOLATIL

Foram testados 7 meios de cultura visando identificar a influéncia na
producdo do composto volatil. Para tanto, foram utilizadas placas de Petri com
diviséria. Em um dos compartimentos foi vertido 10 mL de meio completo pH 6,8 e
inoculado um cilindro de 6 mm de diametro de P. citricarpa. No outro compartimento
verteu-se 10 mL do meio a ser testado. Foram utilizados os meios: Meio Citros
(STRINGARI, 2009), Meio Agar Batata Dextrose (RIKER; RIKER, 1936), Meio
Completo (AZEVEDO; COSTA, 1973), Meio Agar-Aveia (HOEKSTRA; APTROOT,
1988), Meio Milho, Meio Arroz (KURTZMAN; FELL, 1998) e Agar Extrato de Malte
(HIMEDIA®). Apés trés dias, confirmada a viabilidade do inéculo, foi depositado um
cilindro de micélio com 6 mm do isolado LGMF1254. As placas foram vedadas com
plastico PVC e mantidas em BOD a 28 graus.

A determinacdo do meio de cultura mais promissor na producdo do composto
volatil foi realizada mediante a porcentagem de inibicdo do diametro da colénia do
fitopatdgeno, aos 7, 10, 14 e 21 dias de tratamento. O experimento foi realizado com
sete repeticOes para cada meio de cultura.

O grupo controle consistiu da inoculacdo do cilindro de P. citricarpa em meio
completo, sem a presenca do endofitico. A andlise estatistica foi realizada mediante

o teste Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparacdo LSD a 5%.

4.3 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA MICROSCOPICA

A identificacdo dos isolados em nivel de género foi realizada mediante
montagem de laminas para observacdo das estruturas microscépicas (KERN;
BLEVINS, 1999), pela técnica de microcultivo. As laminas foram coradas com
lactofenol azul de algod&do e posteriormente documentadas por foto microscopio
através do software ImageTool v.3 (WILCOX et al., 2002). As estruturas foram
comparadas com a literatura (WATANABE, 2002; BARNETT; HUNTER, 1998).
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4.4  IDENTIFICACAO POR SEQUENCIAMENTO PARCIAL DE REGIAO ITS DO
DNA RIBOSSOMAL

A identificacdo em nivel de espécie foi feita pelo sequenciamento parcial da
regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do rDNA. Para isso, a extracdo de DNA foi
realizada utilizando-se o Ultraclean Microbial DNA Isolation Kit (MoBio) conforme
orientacdo do fabricante. O DNA extraido foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 0,8% (p/v), com marcador de peso molecular o DNA do fago Lambda
clivado com Hind Il (Gibco). Adicionou-se 30% do tampao GelRed® a uma aliquota
de 10 yL da amostra extraida, que foi submetida a corrida. Em seguida o gel foi
revelado e foto documentado em transiluminador ultravioleta. Utilizou-se também o
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) para quantificacdo e
verificacdo da integridade do DNA. O DNA gendmico teve a regido ITS amplificada
por PCR utilizando os pares de primers universais para fungos V9G (5’-
TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-3’) e LS266 (5'- GCATTCCCAAACAACTCGACTC-3))
(GERRITS VAN DEN ENDE; DE HOOG, 1999) os quais permitem amplificar a
regiao 1TS1-5,8S-ITS2 do DNA ribossomal.

A concentragao final utilizada para as amplificagdes foram: 10 ng de DNA,
Tag polimerase 0,5 U, Tampéo da enzima 1x, MgCl, 1,5 mM, 0,2 uM de cada primer
e 0,2 mM do mix dNTP, completando o volume com agua ultra pura para 12,5 pL.

A amplificacdo foi realizada em termociclador Labnet International (Modelo:
Multigene Gradient), com desnaturagéo inicial a 94° C por 2 minutos; 30 ciclos de 30
segundos a 94° C, 1 minuto a 55° C, 1 minuto a 72° C; seguida de extensao final de
3 minutos a 72° C.

A PCR foi purificada em tubos adicionando 2 pL de Acetato de amonio
(7,5M) e 30 pL de etanol absoluto, que foram centrifugados por 45 minutos a 5000
rom a 15°C. Descartou-se o sobrenadante e foram adicionados 100 uL de etanol
70% recém-preparado. Os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 2500 rpm e
15°C, em seguida descartou-se o sobrenadante. Os tubos foram deixados abertos,
em temperatura ambiente, até a evaporacdo do alcool. Apds a purificacdo da
reagcdo, o DNA foi ressuspendido em 12 pL de agua ultrapura. Os fragmentos

gerados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, utilizando como
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marcador de peso molecular o Ladder Ludwig 100 pb. A amostra foi posteriormente
guantificada e fotodocumentada em transiluminador UV.

4.4.1 Reacgao de Sequenciamento

O sequenciamento da regido ITS1 - 5,8S - ITS2 do rDNA foi realizado pelo
método de terminacdo de cadeia segundo Sanger; Nicklen e Coulson (1977),
utilizando a incorporacdo de dideoxinucleotideos fluorescentes, em Sequenciador
Automatico de DNA.

Para reacédo foram utilizadas 50 ng do produto de PCR purificado, 0,25 yM de
primer, 2 yL da mistura para sequenciamento ET (kit: DYEnamic ET Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit for MegaBACE da Amersham Biosciences®) e agua ultrapura
guando necesséria para completar um volume final para 10 yL. As condi¢des foram
aplicadas para os primer V9G e LS266. A amplificacdo foi realizada em
termociclador Labnet International (Modelo: MultiGene™ OptiMax Thermal Cycler),
seguindo uma desnaturacdo inicial a 94° C por 30 segundos, 35 ciclos de 15
segundos a 50° C e 1 minuto a 60° C. Os produtos da amplificagéo foram purificados
com Sephadex™ G-50 Fine DNA Grade, e submetidos a eletroforese em

Sequenciador Automatico de DNA modelo MegaBACE (Amersham Biosciences®).

4.4.2 Edicao e Analise das Sequéncias

As sequéncias foram editadas e alinhadas através dos softwares Bioedit
(HALL, 1999) e MEGA 5.0 (TAMURA et al, 2011) e comparadas com as disponiveis

no banco de dados do NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) visando detectar

homologia com sequéncias de nucleotideos depositadas.
As sequéncias ITS dos isolados foram alinhadas com as sequéncias obtidas
no GenBank através do programa MUSCLE. Posteriormente foi construida uma

arvore para cada isolado promissor no teste de cultura pareada, conforme o método
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de maxima verossimilhanca, utilizando o modelo evolutivo Tamura 3-pardmetro com

valores de 1000 reamostragens.

45 EFEITO DOS VOLATEIS NO DESENVOLVIMENTO DE LESOES
INDUZIDAS EM FRUTOS

Frutos cultivados sem o uso de fungicidas, cedidos pelo Fundecitrus (Fundo
de Defesa da Citricultura) foram externamente desinfectados e a inoculacdo de
micélio em frutos foi realizada conforme Goulin et al. (2011). Em cada fruto foram
marcados dez circulos na linha transversal (Figura 2), em cinco destes foi
introduzido com auxilio de agulha, micélio de P. citricarpa, e nos circulos restantes,
apenas a injuria provocada pela agulha foi realizada.

Recipientes plasticos com tampa foram esterilizados mediante limpeza interna
com solucdo de hipoclorito e alcool 70%, e posteriormente foram submetidos a luz
ultravioleta por 30 minutos.

No interior destes frascos foi vertida uma camada de meio BDA pH 6,8 com
adicdo de acido nalidixico (100 pg/mL) e cilindros de micélio do isolado LGMF1254
foram inoculados na extremidade dos frascos.

O fruto infectado foi depositado no interior dos potes sobre a base de placas
de Petri, sem contato com o meio de cultura e o endofitico. Os potes foram
tampados e mantidos em camara de germinacdo a 26 graus sob luz constante
durante 30 dias. ApOs esse periodo, fotos foram tiradas sob as mesmas condicdes,
com aumento de 16 vezes em microscopio estereoscopio. As lesbes foram
mensuradas através do software Meazure (http://www.cthing.com). O experimento

foi realizado com 10 repeticdes.
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FIGURA 2 — FRUTOS INOCULADOS COM O FITOPATOGENO PARA INDUCAO
DE LESOES NO TRATAMENTO COM O ISOLADO LGMF1254 PRODUTOR DE
VOLATEIS COM ACAO ANTIMICROBIANA

Fonte: o autor

4.6  ANALISE DO VOLATIL NA FORMACAO DE PICNIDIOS

Para avaliar a interferéncia provocada pelos volateis produzidos pelo isolado
LGMF1254 na formac&o de picnidios, foi realizado um ensaio utilizando placas de
Petri com diviséria. Em um dos compartimentos foi vertido meio completo com pH
6,8 e, posteriormente foi inoculado um cilindro de micélio de 6 mm de diametro do
endofito. No outro compartimento foi depositada uma camada de agar agua e sobre
este, cilindros de folha de citros com 10 mm de didmetro. Nas extremidades das
folhas foi inoculado fragmentos miceliais de Phyllosticta citricarpa (Figura 3).

A andlise foi realizada mediante contagem dos picnidios formados sobre o0s
fragmentos de folhas, em comparacdo com o grupo controle, onde ndo houve a
inoculacéo do isolado LGMF1254.

Como controle negativo foi aplicado 10 pL de solugédo de Carbendazim em
concentracdo de 1,0 mg/mL sobre os cilindros de folhas de citros e posteriormente
efetuou-se o indculo de micélio de P. citricarpa nas extremidades foliares. A
contagem foi realizada 14 dias ap0s o inicio do tratamento e os dados foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido por teste LSD a 5% de

probabilidade.
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FIGURA 3 - INFLUENCIA DA ACAO DO COMPOSTO VOLATIL PRODUZIDO PELO
ISOLADO LGMF1254 NO DESENVOLVIMENTO DE PICNIDIOS DE Phyllosticta
citricarpa EM FOLHAS DE CITROS

Nota: em A os fragmentos miceliais de P. citricarpa sdo expostos a atmosfera do
isolado LGMF1254 e em B o grupo controle, sem a presenca do isolado.

Fonte: o autor

4.7 ANALISE DA VIABILIDADE DO INOCULO UTILIZADO NO TESTE DE
PICNIDIOS APOS O TRATAMENTO

Para conferir a viabilidade do inéculo de Phyllosticta citricarpa apdés o
tratamento, fragmentos de 2 mm utilizados no teste de formacdo de picnidios (os
mesmos que foram colocados nas bordas das folhas) foram transferidos para novas
placas contendo meio de cultura BDA pH 6.8 e mantidas em BOD a 28° C. O
desenvolvimento foi comparado com a inoculagédo de cubos de mesma medida e de
mesma origem utilizada para o teste de picnidios. O teste foi realizado inoculando 6
fragmentos por placa, com 5 repeticbes. Os dados foram analisados pelo teste
binomial de Fisher.
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4.8 ANALISE DOS VOLATEIS NA FORMACAO DE LESOES EM FRUTOS
PROPENSOS A DOENCA

Os voléteis produzidos pelo endofitico foram testados quanto a inibicdo dos
sintomas em frutos oriundos de pomares com alto indice da doenca MPC. Para
tanto, foram utilizadas laranjas de pomares da cidade de Matdo, Sado Paulo. Os
frutos foram desinfestados externamente e depositados em potes plasticos
transparentes. Em cada pote foram colocadas trés laranjas e trés placas de Petri
com in6culo do isolado LGMF1254 em meio BDA pH 6.8. Estas placas foram
deixadas abertas, mas sem contato com os frutos (Figura 4). Os potes foram
vedados e mantidos em camara de germinacao a 26 graus sob luz constante. Para o
grupo controle procedeu-se da mesma forma, porém, sem a deposicdo das placas

com inéculo. O experimento foi realizado com 5 repeticbes. Apos 21 dias, 0 nUmero

de lesdes foi contado e os valores obtidos analisados através do teste de Mann-
Whitney a 5% de probabilidade.

FIGURA 4 — ORGANIZACAO DOS FRUTOS E INOCULOS PARA A AVALIACAO
DO EFEITO DOS COMPOSTOS VOLATEIS DO ISOLADO LGMF1254 NA
FORMACAO DE LESOES EM FRUTOS DE REGIOES COM ALTO INDICE DA
MANCHA PRETA DO CITROS

Fonte: o autor
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5 RESULTADOS

5.1 CULTURA PAREADA

A analise do didametro das coldnias do fitopatdgeno apds 14 dias demonstrou
qgue o isolado LGMF1254 interfere no crescimento micelial de Phyllosticta citricarpa,
inibindo em média 69,9% o diametro da colénia. Os isolados numero 45
(Phanerochaete sp), 14 (Neofusicoum sp), 07 (Nigrospora sp), 23 (Colletotrichum sp)
e 1075 (Bionectria sp) apresentaram inibicdo acima de 50%. Para os demais
isolados, a inibigéo foi inferior a 50% nos testes de cultura pareada. A porcentagem
de inibicdo aos 7 e 14 dias de tratamento de todos os isolados estd descrita na
tabela 0l1l. Nesta tabela também estdo descritos a origem dos isolados, a
temperatura e o pH do meio utilizados para o isolamento.

Com excecédo dos isolados 6, 31, 36, 37, 43, 52 e 54, todos os demais
apresentaram inibicdo significativa quando comparados com o grupo controle (teste
Kruscal-Wallis 5%). O posto ocupado pelo LGMF1254, embora tenha diferido do
controle negativo, foi superior a todos os demais isolados (Apéndice 1.2).

Na Figura 05 é possivel observar que a inibicdo ocorre por fatores variados,
incluindo a producdo de metabdlitos volateis (B), liberacdo de metabdlitos no meio
de cultura (C) e competicdo por nutrientes e espaco. O crescimento rapido dos
isolados D, E, F e G torna-se desvantajoso para P. citricarpa, e acarreta um menor

crescimento micelial.
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FIGURA 5 - CULTURA PAREADA EM MEIO COMPLETO PH 6,8 APOS 14 DIAS
DE TRATAMENTO A 28°C

Nota: Em A o Controle positivo de crescimento micelial de P. citricarpa; Os seguintes
fungos foram confrontados com P. citricarpa conforme a sequéncia: B LGMF1254; C
Phanerochaete sp; D Colletotrichum sp; E Nigrospora sp; F Neofusicoum sp; G
Bionectria sp.

Fonte: o autor
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TABELA 1 - POTENCIAL DE INIBICAO DE FUNGOS ENDOFITICOS DE CITROS
SOBRE O PATOGENO Phyllosticta citricarpa MEDIANTE CULTURA PAREADA

AOS SETE E QUATORZE DIAS DE TRATAMENTO (CONTINUA)

Isolado |Origem Tiesﬁg%%t:::a pH Ir;iilzisgfl(; )7 Iniil)ii;;e(i;) )14 Identificacao
1 Florai 35 5.8 0.69 18.3 Colletotrichum sp*
2 Florai 28 6.8 5.44 12.9
3 Florai 28 5.8 41.06 14.4
4 Cruzeiro do Sul 22 6.8 11.27 30.6
6 Cruzeiro do Sul 22 5.8 5.01 6.9 Acremonium sp *
7 Cruzeiro do Sul 22 5.8 36.96 53.4 Nigrospora sp **
9 Cruzeiro do Sul 22 6.8 5.44 16.7 Alternaria sp *
10 Cruzeiro do Sul 22 6.8 11.92 32.5 Colletotrichum sp*
11 Cruzeiro do Sul 28 6.8 21.63 37.8
12 Cruzeiro do Sul 35 5.8 9.33 18.7
13 Cruzeiro do Sul 28 6.8 5.01 290.8
14 Cruzeiro do Sul 28 6.8 34.37 54.7 Neofusicoum sp **
15 Cruzeiro do Sul 22 5.8 14.51 33.7 Colletotrichum sp*
16 Cruzeiro do Sul 28 6.8 9.33 28.2
17 Cruzeiro do Sul 35 6.8 11.92 31.7
18 Cruzeiro do Sul 28 5.8 24.22 40.7
19 Cruzeiro do Sul 22 6.8 10.62 29.2
20 Cruzeiro do Sul 28 6.8 15.16 35.9
21 Altdnia 28 5.8 8.03 24.4 Colletotrichum sp*
22 Altdnia 28 6.8 11.92 27.9 Colletotrichum sp*
23 Altdnia 28 5.8 37.82 50.2 Colletotrichum sp **
24 Florai 35 6.8 13.21 31.6 Colletotrichum sp *
25 Florai 22 5.8 7.38 17.2
26 Florai 28 5.8 5.44 18.7 Colletotrichum sp *
27 Florai 28 5.8 14.51 30.6 Colletotrichum sp *
28 Florai 22 6.8 19.69 41.1 Fusarium sp*
29 Florai 22 5.8 13.21 33
30 Florai 28 6.8 12.56 35.9

Nota: * Identificacdo morfolégica

** |dentificacdo por sequenciamento
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TABELA 1 - POTENCIAL DE INIBICAO DE FUNGOS ENDOFITICOS DE CITROS
SOBRE O PATOGENO Phyllosticta citricarpa MEDIANTE CULTURA PAREADA

AOS SETE E QUATORZE DIAS DE TRATAMENTO (Continuagé&o)

Temperatura

Isolado |Origem isol;n(n;;nto pH Ir(liiizi:?:/:f Iniil)ii;;e(i;) )14 Identificacao
31 Florai 35 6.8 8.03 9.4 Colletotrichum sp *
32 Florai 28 6.8 171 27.3
33 Florai 22 6.8 14.51 35.9 Colletotrichum sp *
34 Florai 28 6.8 13.86 13.9
35 Alto Parana 22 5.8 14.51 26.3 Colletotrichum sp *
36 Alto Parana 28 6.8 5.44 2.4
37 Alto Parana 28 6.8 10.62 9.1
38 Alto Parana 28 5.8 11.27 325 Colletotrichum sp *
39 Alto Parana 28 5.8 0.91 12 Aspergillus sp*
40 Cruzeiro do Sul 28 5.8 6.74 17.2
41 Cruzeiro do Sul 22 5.8 6.09 10.5
42 Cruzeiro do Sul 28 6.8 11.92 317
43 Cruzeiro do Sul 28 6.8 4.15 8.8 Pestalotiopsis sp *
44 Cruzeiro do Sul 28 6.8 25.52 45.9 Aspergillus sp *
45 Cruzeiro do Sul 28 6.8 54.02 60.3 Phanerochaete sp **
46 Cruzeiro do Sul 22 5.8 10.19 13.2
47 Cruzeiro do Sul 35 6.8 22.28 43.1
48 Guairaca 22 6.8 19.04 36.8 Colletotrichum sp *
49 Guairaca 28 6.8 20.55 39.4
50 Guairaca 35 5.8 8.03 311 Colletotrichum sp *
51 Guairaga 28 5.8 15.8 37.8
52 Guairaga 22 5.8 -1.68 -0.5
53 Guairaca 35 6.8 18.39 36.4
54 Guairaca 28 5.8 6.09 6.7
55 Guairaga 35 6.8 15.16 28.2
56 Guairaga 35 5.8 7.38 134
57 Guairaca 35 5.8 12.56 325 Colletotrichum sp*
58 Guairaca 28 6.8 27.46 46.4
59 Guairaca 35 5.8 22.93 35.9
60 Guairaca 35 6.8 17.75 37.3 Colletotrichum sp*

Nota: * Identificagdo morfologica

** |dentificacdo por sequenciamento
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TABELA 1 - POTENCIAL DE INIBICAO DE FUNGOS ENDOFITICOS DE CITROS
SOBRE O PATOGENO Phyllosticta citricarpa MEDIANTE CULTURA PAREADA

AOS SETE E QUATORZE DIAS DE TRATAMENTO (Continuagé&o)

Isolado |Origem Ti:ﬁ?%;%:::a pH Ir;ii:i:iz)'? Inidbii:?‘;, )14 Identificacao
61 Guairaca 35 6.8 17.96 37.5 Helminthosporium sp*
62 Guairaga 28 6.8 17.96 215
63 Guairaga 28 6.8 24.87 40 Colletotrichum sp *
64 Guairaca 35 5.8 18.39 36.4
LGMF1254 | Guairacé 28 5.8 60.49 69.9

66 Alto Parana 28 5.8 14.51 20.1
67 Cruzeiro do Sul 35 5.8 13.86 26.8
68 Alto Parana 22 5.8 13.21 35.4

1068 Cruzeiro do Sul 35 5.8 7.6 27.9

1075 Cruzeiro do Sul 35 5.8 33.51 50.2 Bionectria sp **

Nota: * Identificagdo morfolégica

** |dentificagé@o por sequenciamento parcial de ITS

5.2

IDENTIFICACAO MORFOLOGICA

Através do microcultivo alguns fungos desenvolveram estruturas de

reproducdo que permitiram inferir a qual género os isolados pertencem. Houve

predominédncia de fungos do género Colletotrichum.

Os géneros Fusarium,

Pestalotiopsis, Alternaria, Helminthosporium, Nigrospora e Aspergillus foram

evidenciados.

Na figura 6 estdo evidenciadas as estruturas de reproducéo dos isolados e a

morfologia das colénias quando desenvolvidas em meio BDA pH 6,8 apds 10 dias.
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-

Isolado 09 (Alternaria sp)

FIGURA 6 - MORFOLOGIA DAS COLONIAS E ESTRUTURAS DE REPRODUCAO
(Continua)
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Isolado 28 (Fusarium sp)

FIGURA 6 — MORFOLOGIA DAS COLONIAS E ESTRUTURAS DE REPRODUCAO
APOS 10 DIAS EM MEIO BDA PH 6,8 (Continuago)
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Isolado 33 (Colletotrichum sp)

Isolado 39 (Aspergillus sp)

FIGURA 6 — MORFOLOGIA DAS COLONIAS E ESTRUTURAS DE REPRODUGAO
APOS 10 DIAS EM MEIO BDA PH 6,8 (Continuagao)
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Isolado 45 (Phanerochaete sp)

FIGURA 6 - MORFOLOGIA DAS COLONIAS E ESTRUTURAS DE REPRODUCAO
APOS 10 DIAS EM MEIO BDA PH 6,8 (CONTINUACAO)
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Isolado 67 (Colletotrichum sp)

FIGURA 6 - MORFOLOGIA DAS COLONIAS E ESTRUTURAS DE REPRODUCAO
APOS 10 DIAS EM MEIO BDA PH 6,8 (CONTINUACAO)
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Isolado 61 (Helminthosporum sp)

FIGURA 6 - MORFOLOGIA DAS COLONIAS E ESTRUTURAS DE REPRODUCAO
APOS 10 DIAS EM MEIO BDA PH 6,8 (CONTINUACAO)

5.3 TESTE DE METABOLITOS VOLATEIS

Na Tabela 2 estdo relacionados os dez isolados com maiores valores de
inibicdo no teste de metabdlitos volateis. Os dados referentes ao 7° dia e valores de
inibicdo inferiores a 20% estdo expressos na integra no Apéndice 2. O crescimento
micelial de alguns isolados transpassou a divisoria da placa aos 14 dias e, portanto,
nao constam na analise.
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TABELA2 INIBICAO DE P. citricarpa POR METABOLITOS VOLATEIS
PRODUZIDOS POR FUNGOS ENDOFITICOS DE CITROS APOS 14 DIAS DE
TRATAMENTO INOCULADOS EM MEIO COMPLETO PH 6,8 A28°C

Isolado Inibicdo (%) Média Variancia SD Grupo
Controle - 100.00 0.0 0.0 0.0 X
LGMF1254 60.39 10.25 28.25 5.31507 X

3 32.37 17.5 2.25 1.5 X

51 31.72 17.6667 10.3333 3.21455 XX

1 29.79 18.1667 2.5833 1.60728 XXX

44 25.93 19.1667 0.583333 0.763 XXXX
1068 23.35 19.8333 0.583333 0.763763 XXXXX

4 22.71 20.0 3.0 1.73205 XXXXX
15 22.06 20.1667 3.58333 1.89297 XXXXXX
11 20.77 20.5 1.0 1.0 XXXXXX
13 20.77 20.5 3.0 1.73205 XXXXXX

p-value = 1,38176’

Embora todos os isolados tenham exercido inibicdo, o LGMF1254 inibiu em
60% o diametro médio das colbnias de P. citricarpa, sendo o isolado mais promissor
(Figura 7). Relevancia encontrada também no teste de cultura pareada, indicando
que o fator responsavel pela diminuicdo do crescimento micelial seja de natureza

volatil.

FIGURA 7 - TESTE DE METABOLITOS \/OLATEIS REVELANDO INIBICAO DE P.
citricarpa  PELOS COMPOSTOS VOLATEIS PRODUZIDOS PELO ISOLADO
LGMF1254 APOS 14 DIAS EM MEIO COMPLETO PH 6,8.

Nota: Em A o fungo sem tratamento e em B 0 crescimento na presenca do isolado
LGMF1254
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O isolado LGMF1254, mesmo apresentando os maiores desvios, teve maior
influéncia na inibicdo do crescimento de P. citricarpa com inibicdo diferencial frente

aos demais tanto no 7° quanto no 14° dia segundo teste LSD (apéndice 2.3 e 3.3).

5.4  INIBICAO POR METABOLITOS NAO VOLATEIS

Os resultados obtidos no teste de metabdlitos ndo volateis condizem com os
obtidos pelos demais testes de antagonismo. Os isolados 45 (Phanerochaete sp), 14
(Neofusicoccum sp) e 07 (Neurospora sp) apresentaram bons resultados,
correspondente com o0 teste de cultura pareada, indicando que estes fungos
produzem e liberam compostos no meio de cultura, e que estes metabdlitos inibem o
crescimento micelial de P. citricarpa. Os valores de inibicdo para os isolados 1075,
58 e 23 foram menores quando comparados com os valores encontrados no teste de
cultura pareada. Esta diferenca pode ser relacionada a inibicdo devido ao rapido
crescimento destes sobre o patégeno, impedindo ou consumindo os nutrientes do
confrontante. O isolado LGMF1254 demonstrou acao inibitéria por metabdlitos
difusiveis no meio de cultura com valores pouco expressivos (14,2 %), portanto,
indicando que os resultados evidenciados nos testes de antagonismo anteriores,
eram de fato, devido a acdo de volateis (tabela 3).

A metodologia utilizada para fumigacdo das células remanescentes
demonstrou interferir no crescimento de P. citricarpa (p value = 1.81323E®). O
controle tratado com cloroformio teve crescimento inferior as colénias ausentes do
solvente, portanto, as analises foram baseadas no grupo desenvolvido na presenca
de cloroférmio. Na tabela 3 estdo expostas as distribuicbes dos valores referentes ao
diametro e a porcentagem de inibicdo de P. citricarpa mediante o tratamento com

cada isolado.
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TABELA 3 - CRESCIMENTO MICELIAL DE P. citricarpa MEDIANTE TESTE DOS
METABOLITOS DIFUSIVEIS NO MEIO DE CULTURA (VALORES EM
PORCENTAGEM)

Tratamento Inibigé&o (%) grupo Média (mm) Varidncia Desvio Padréo
Controle - 99.1 a 0.0833 0.0417 0.20412
45 60.9 b 4.3333 0.5417 0.73598
7 60.9 b 4.3333 1.2917 1.13652
14 51.5 b 5.375 1.19375 1.09259
23 33.0 c 7.4166 0.467 0.68313
1075 32.3 c 7.5 0.775 0.88034
58 18.0 d 9.0833 3.0167 1.73686
LGMF1254 14.3 d 9.5 3.75 1.93649
Controle+ (clor) e 11.0833 0.77 0.87559
Controle+ £ 16.7917 3.46042 1.86022

P-Value = 1.81323°

Nota: Na coluna grupo, letras iguais ndo apresentam diferenca significativa segundo
teste LSD com 5% de probabilidade.
Legenda: C+ = controle positivo (P. citricarpa apenas); C- = controle negativo

(Carbendazim); Clor = controle do cloroférmio.

5.5 SEQUENCIAMENTO PARCIAL DA REGIAO ITS

Os seis isolados com maiores valores de inibicdo a P. citricarpa nos testes de
cultura pareada foram sequenciados utilizando a regido ITS1- 5,8S- ITS2 do DNA
ribossomal.

Comparando-se as sequéncias obtidas com as depositadas no banco de
dados NCBI, o isolado LGMF1254 apresentou similaridade de 100% com duas
sequéncias relativas a Fusarium polyfialidicum (HM999904) e (FJ884098) e uma
espécie Fusarium sp (JN418788). A éarvore baseada no modelo Maxima
Verossimilhanca agrupou o LGMF1254 com as sequéncias acima descritas acima,

com suporte de 99% (Figura 8).
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Fusarium polyphialidicum (HM399904)

99 | Fusarium polyphialidicum (F J884098)
Fusarium sp (JN418788)

LGMF1254

Fusarium concolor GQ505763 NRRL 13459
Fusarium sambucinum U34579 NRRL 13708
Fusanum brasilicum DQ459861 NRRL31281

Fusarium cerealis AF006341 NRRL 25805

94 | Fusarium asiaticum DQ459835 NRRL26156

Fusarium boothii DQ459848 NRRL29105

Fusarium falciforme DQ094334 NRRL 22781
Fusarium lunatum strain EU926224 CBS 632.76

96

99

34

Fusarium brachygibbosum GQ505450 NRRL 34033
Fusarium nelsonii GQ505434 NRRL 13338
Fusarium flocciferum GQ505465 NRRL 45999

Gibberella avenacea GAU26738 CBS 313.87

Trichoderma paravridescens DQ315428 CBS 274.79

o
0.02

FIGURA 8 - ARVORE FILOGENETICA BASEADA NA REGIAAO ITS1-5.85-ITS2 DO
rDNA A PARTIR DAS SEQUENCIAS DO ISOLADO E SEQUENCIAS OBTIDAS NO
BANCO DE DADOS DO NCBI.

Nota: Dados gerados por maxima verossimilhanca com repeticbes de 1.000
reamostragens.

O isolado 1075 apresentou 98% de similaridade com a sequéncia depositada
no GenBank com numero HQ115730 e referente a Bionectria ochroleuca. O
agrupamento segundo método da Maxima verossimilhanga apresentou suporte de
99% (Figura 9).

O Isolado 07 apresentou similaridade com a sequéncia relacionada a
Nigrospora sp (JX559554) com valores de 97%. A arvore filogenética, no entanto,

fornece pouco suporte a este agrupamento (Figura 10).
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Isolade 1075
Bionectria ochroleuca AF210686 CBS 193,94
= Clonostachys rosea KFT736448
54 Bionectria ochroleuca AF358249 CBS 406 85
Bionectria ochroleuca HQ115730
L— Bionectnia capitata AF358240 CBS 218.83
L Clanostachys divergens AF210677 CBS 867.73b
30 Bioneciria sesquicillii AF210866 CBS 180.88
83 Bionectria levigata AF210680 CBS 948907
£ Bionectiia grammicosporopsis AF210679 CBS 115.87
— Clonostachys regersoniana AF210691 CBS 582.80
Blonectria samuelsil AF358235 CBS £00.97

40

Trichodema composticola DO315438 CBS 43895

ooz

FIGURA 9 - ARVORE FILOGENETICA BASEADA NA REGIAAO ITS1-5.85-ITS2 DO
rDNA A PARTIR DAS SEQUENCIAS DO ISOLADO E SEQUENCIAS OBTIDAS NO
BANCO DE DADOS DO NCBI

Nota: Dados gerados por maxima verossimilhanca com repeticbes de 1.000
amostragens.

O isolado 23 apresentou similaridade de 94% com a sequéncia depositada no
NCBI sob o codigo JX010148, este, relacionado a espécie Colletotrichum
gloeosporioides. Entretanto, o baixo valor de suporte apresentado pelo agrupamento
gerado pelo método da Maxima Verossimilhanca, ndo permite identificar qual é a

espécie (Figura 11).
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?2r Isolado OF
75 | | Migrospora sp. LGMF1133 JX559554

Migrospora oryzae GO258792 MRRL: 54030
43 T{ Migrospora oryzae isolate JQB39081
Migrospora sp. JOBG457S
63 Migrospora sphaerica GQ258792
46 Migrospora sp. HM565952
Migrospora sp. LGMF1125 JX559546
za| | Migrospora sphaerca KC519729
“TI Nigrospora sphaerca JF738028
Fusarium gramineaum GQ258782 CBS 131778

—_
0.0s

FIGURA 10 - ARVORE FILOQENETICA BASEADA NA REGIAO ITS1-5.85-ITS2 DO
rDNA A PARTIR DAS SEQUENCIAS DO ISOLADO E SEQUENCIAS OBTIDAS NO
BANCO DE DADOS DO NCBI.

Nota: Dados gerados por maxima verossimilhanca com repeticbes de 1.000
reamostragens

a5 Colletotrichum sp, GU22T827 CBS:125326
Colletotrichum sp, GU227828 CBS:125338
Glomerella truncata JQOO5TEE CBS 127604
Colletotrichum sp. JQ948186 CBS 101611

%€ | Colletotrichum sp. JO948182 CBS:129821
Glomerella graminicola EUGT2822
Colletotrichum crassipes FN5S57348 CBS 112988

48

43

4

Izsolado 23
Colletotrichum glososporicides AMS47679

8l Colletotrichum gloeosporicides JXD10148 CBS 273.51
Colletotrichum lindemuthianum AJ301947 CBS 132.57
Pestalotiopsis matildae DQ278917 CBS 118143

0.05

FIGURA 11 - ARVORE FILOQENETICA BASEADA NA REGIAO ITS1-5.8S-ITS2 DO
rDNA A PARTIR DAS SEQUENCIAS DO ISOLADO E SEQUENCIAS OBTIDAS NO
BANCO DE DADOS DO NCBI.

Nota: Dados gerados por maxima verossimilhanca com repeticbes de 1.000

reamostragens
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As sequéncias referentes ao isolado 45 apresentaram 96% de similaridade
com os depositos no Genbank de cédigo GU966518, GQ280374 e HM171940
relacionados ao fungo Phanerochaete chrisosporium. Os ramos gerados mediante o
método de Maxima verossimilhanga sédo inconsistentes e ndo permitiu inferir qual é a

espécie em questao (Figura 12).

og 1 Phanerochaete sordida HQ2482186,
Phanerochaete sordida AF475151.

sz

Izolado 45
Phanerochaete chrysosporium GO280374
Phanerochaete chrysosporium GUBGES18

a7

48

w0 Fhanerochaete chrysospoium HM171840

Phanerochaele sanguinea AY2189353
] ! Phanercchaete welutina |AY 219351
Phanerochaste burtii AY 218352

Phanerochaete awellanea AY 219355
26 | Phanerochaete imosa AY 219348
L Phanerochaete rimosa JN158405

56 —‘j Phanerochaete omnivorady 219360
] Fhanerachaste chrysorhiza ABS0O636

Agaricus pinsitus strain CBS 623.70 FJ7T0403

23

FIGURA 12 - ARVORE FILOQENETICA BASEADA NA REGIAAO ITS1-5.85-ITS2 DO
rDNA A PARTIR DAS SEQUENCIAS DO ISOLADO E SEQUENCIAS OBTIDAS NO
BANCO DE DADOS DO NCBI

O isolado 14 apresentou similaridade com a espécie Neofusicoccum parvum
(JN135282) com indice de 96%. Entretanto ndo foi possivel inferir qual &€ a espécie
(Figura 13).
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Mecfusicoccum proteanum FJ1S0702 CBES 113079

4‘“‘ Meofusicoccum proteanum FJ150658 CES 111456
1| Mecfusicoccum protearum FJ150705

Meofusicoceum australe F 150697
99 | Neofusicoccum australe FJ150686 CBS 115185

Meofusicoccum mediterraneum|HM443604
il

MNecfusicoccum mediterraneum JFS49758

Izolado 14
Meofusicoccum panrwm JN135282

Meofugicoccum sp. JXM4383
Mecfusicoccum sp. JXD14382
Phyllosticta capitalensis JO743587 CBS 123373

™
1]
85

| e |
0.02

FIGURA 13 - ARVORE FILOC:)ENETICA BASEADA NA REGIAO ITS1-5.8S-ITS2 DO
rDNA A PARTIR DAS SEQUENCIAS DO ISOLADO E SEQUENCIAS OBTIDAS NO
BANCO DE DADOS DO NCBI

Nota: Dados gerados por maxima verossimilhanca com repeticdes de 1000

reamostragens.

5.6 INFLUENCIA DO MEIO DE CULTURA NA PRODUCAO DO COMPOSTO
VOLATIL DO ISOLADO LGMF1254

A inibicdo diferencial de P. citricarpa perante os tratamentos foi considerada
como resultado da influéncia do meio de cultura na producédo dos volateis.

A percentagem de inibicdo para todos 0s meios estdo expressas na tabela 4 e
representadas no Grafico 1. Em todos os meios de cultura testados, o isolado
LGMF1254 foi capaz de produzir os volateis resultando na diminuicdo do diametro
de P. citricarpa.

Do 7° ao 14° dia ha maior inibicdo evidenciada nos meios BDA, Completo,
Aveia, milho e MEA. Na andlise aos 21 dias, com excec¢do do meio citros, todos
igualmente permitiram a producgéo dos volateis inibindo o didmetro do crescimento

micelial do fitopatdogeno, com reducéo de 71,9% a 81,10 % (Gréafico 1).



58

TABELA 4 - PORCENTAGEM DE INIBICAO DE P. citricarpa PELO ISOLADO
LGMF1254 EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

7 dias 10 dias |14 dias 21 dias
BDA 69.15 75.37 78.60 80.39
Completo | 70.15 74.53 77.70 81.10
Aveia 66.42 71.19 75.54 80.04
Milho 62.93 68.06 72.85 73.67
MEA 61.69 68.27 72.67 75.80
Arroz 55.47 62.00 67.81 71.91
Citros 54.23 59.71 61.16 56.54

85.0%

80.0%

75.0%

70.0%

B65.0%

60.0%

55.0%

50.0% -

7 dias

10 dias

14 dias

21dias

W BOA

W Completo
W Aveia

H Milho

B MEA

H Arroz

N citros

Dias de tratamento

GRAFICO 1 - PORCENTAGEM DE INIBIC;’AO DO CRESCIMENTO MICELIAL DE P.
citricarpa  PELOS COMPOSTOS VOLATEIS EM DIFERENTES MEIOS DE

CULTURA

Nota: Em cada grupo, valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem
estatisticamente ao nivel de 5% no teste LSD

Durante o experimento foi também possivel analisar a morfologia da colénia

do isolado LGMF1254 nos meios de cultura testados. No meio BDA e MEA o fungo



59

desenvolveu micélio cotonoso e espesso. No meio completo, as hifas penetraram no
meio de cultura, desenvolvendo um micélio do tipo submerso, ao passo que em
meio arroz e meio milho, o micélio desenvolveu-se rente ao substrato. Ao final do
experimento, a partir do micélio desenvolvido em cada meio de cultura, foram
montadas laminas a fresco, porém, em nenhum dos meios o fungo produziu
estruturas de reproducéo (Figura 14).

O crescimento do isolado LGMF1254 foi avaliado em relacdo ao diametro da
coloénia nestes sete meios de cultura citados e o maior desenvolvimento apés 14
dias foi observado em meio BDA. Nao foi observada relacéo entre o diametro da
colénia com a percentagem de inibi¢cdo (Grafico 02).

Os substratos mais eficientes (BDA, completo e aveia) foram submetidos a
analise de variancia e ndo demonstraram diferenca significativa quanto a duracéo do
tratamento. As inibicbes que os meios exercem no 7° dia ndo diferem do valor

encontrado no 21° dia (Apéndice 6.6).
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FIGURA 14 - TESTE DE INIBICAO NO CRESCIMENTO DE P. citricarpa FRENTE
AOS METABOLITOS VOLATEIS PRODUZIDOS PELO ISOLADO LGMF1254 EM
DIFERENTES MEIOS DE CULTURA APOS 21 DIAS DE TRATAMENTO EM PH 6,8

A28°C
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HEDA

m Completo

W Aveia

mMilho
mMEL

Diametro

N Arroz

B Citros

10° dia 14° dia

GRAFICO 2 - DIAMETRO MEDIO DE CRESCIMENTO DO ISOLADO LGMF1254
EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

Nota: Para cada grupo, valores seguidos pelas mesmas letras nao diferem
estatisticamente no teste LSD ao nivel de 5%.

5.7 INIBICAO DE LESOES INDUZIDAS EM FRUTOS MEDIANTE EXPOSICAO A
COMPOSTOS VOLATEIS PRODUZIDOS PELO ISOLADO LGMF1254

Os compostos volateis produzidos pelo isolado LGMF1254, embora né&o
tenham impedido o aparecimento das lesdes nos frutos inoculados com o
fitopatdégeno, reduziram o didmetro médio destas em 26,75% (valores calculados
conforme Edington et al., 1971) (Figura 15).

A andlise estatistica comprovou diferenca significativa entre as médias dos
controles de frutos verdes e amarelos, portanto, os dados referentes aos frutos
amarelos (apenas um grupo) foram desconsiderados da analise seguinte. Entre os
frutos amarelos e verdes do grupo tratamento, ndo houve diferenca significativa,
portanto, foram analisados em conjunto.

O didmetro das lesdes demonstrou uma distribuicdo normal, portanto foi
realizado um delineamento inteiramente casualizado com diferentes nameros de

repeticdes, seguido pelo teste t. Pelos resultados foi possivel demonstrar haver
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diferenca significativa ao nivel de 1% de probabilidade entre os frutos tratados e o

controle.

FIGURA 15 - LESOES INDUZIDAS EM FRUTOS APOS 31 DIAS DE TRATAMENTO

Notas: A- fruto inoculado com micélio de P. citricarpa por injuria; B- fruto inoculado
com micélio de P. citricarpa por injuria mais o inoculo do isolado LGMF1254 no meio
de cultura; C- apenas a injuria. Aumento de 16 vezes.

Foi verificado se a concentracdo do volatil estaria influenciando na acéo sobre
as lesfes, portanto o volume dos potes foi mensurado pela seguinte formula: V=
(pi.h/3)* (R2 + Rr + r?). Deste valor foi descontado o volume do meio de cultura
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utilizado, (V= pi*r#*h), e o volume dos frutos (V= 4/3 pi*r?), onde “R” corresponde ao

raio maior e “r’ ao raio menor

relacionado ao diametro médio das lesdes (Tabela 6).

“

(BONJORNO; GIOVANNI et al., 2002) (Tabela 5).

O volume fornecido para o desenvolvimento do fungo ndo pbde ser

TABELA 5 - VOLUME DISPONIVEL NO INTERIOR DOS POTES UTILIZADOS
PARA O TESTE EM FRUTOS ORIUNDOS DE REGIAO COM ALTA INCIDENCIA

DA DOENCA
Fruto | Alturado | Diametro| Raio | Volume | Volume Volume
meio do fruto ocupado do disponivel
cultura(cm) (cm) pelo fruto (cm®)
meio de
cultura
1T 1.20 6.15 3.075 94.2 39.5876 561.512
3T 1.10 6.05 3.025 86.4 38.3106 570.639
6T 1.30 7.00 3.500 102.1 |51.2867 541.963
7T 1.30 7.25 3.625 102.1 | 55.0154 538.235
10T 1.00 7.35 3.675 78.5 56.5436 560.256

TABELA 6 - RELACAO VOLUME DISPONIVEL E TAMANHO DA LESAO

5.8

Fruto volume disponivel meédia lesdo (mm)
3T 570.6394 4.955
7T 538.2346 6.139
10T 560.2565 6.643
6T 541.9633 7.14
AT 561.5125 7.177

TESTE DE FORMACAO DE PICNIDIOS EM FOLHAS

N&o foi observada a presenca de picnidios sobre a superficie foliar em

nenhuma das placas tratamento. No grupo controle negativo (carbendazim) foram
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encontrados dois picnidios, porém, o valor ndo diferiu estatisticamente do tratamento
com o volatil (p-value = 0.000002).

Na figura 16 é possivel observar que o fungo P. citricarpa ndo se desenvolveu
quando inoculado em conjunto com fragmentos do isolado LGMF1254 e, portanto,
ndo houve a produgdo de picnidios. Este resultado foi encontrado em todas as

placas que receberam tratamento.

FIGURA 16 - EFEITO DOS VOLATEIS PRODUZIDOS PELO ISOLADO LGMF1254
EM FOLHAS DE CITROS INOCULADAS COM P. citricarpa.

Nota: em A o desenvolvimento de P. citricarpa e a formacéo de picnidios; em B o
tratamento mostrando a auséncia do desenvolvimento do fitopatégeno.

Na figura 17 A e B estao representantes dos tratamentos com Carbendazim e
com o volatil produzido pelo isolado LGMF1254. Na figura 17 C, o grupo ausente de
tratamento, evidencia o fragmento foliar coberto por picnidios. O mesmo é
observado na figura 18, em A é possivel observar que o fungo tratado com os
volateis sequer foi capaz de atingir o meio de cultura. Em B existe a formacéo dos

picnidios tanto sobre a superficie foliar como sobre o meio de cultura.
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FIGURA 17 - EFEITO DOS VOLATEIS PRODUZIDOS PELO ISOLADO LGMF1254
NO DESENVOLVIMENTO DE PICNIDIOS DE P. citricarpa EM FOLHAS.

Nota: A - controle negativo (Carbendazim); B — tratamento com LGMF1254 (
auséncia de picnidios devido aos volateis do isolado), C - controle positivo (sem o
isolado LGMF1254 e o antifungico).

FIGURA 18 - ASPECTO DAS FOLHAS DE CITROS APOS 14 DIAS DE
TRATAMENTO (A) E NA AUSENCIA DO TRATAMENTO COM VOLATEIS
PRODUZIDOS PELO ISOLADO LGMF1254 (B).

5.9 TESTE DA VIABILIDADE DOS FRAGMENTOS DE MICELIO DE P. citricarpa
APOS O TESTE DE PICNIDIOS

Apbs o repigue dos fragmentos de P. citricarpa retirados do teste anterior, foi

verificado que apenas 3,333% dos fragmentos continuaram viaveis (1 dentre 30).
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Todos os demais fragmentos ndo desenvolveram coldnias do fitopatogeno (figura
19).

FIGURA 19 - DESENVOLVIMENTO DOS FRAGMENTOS MICELIAIS DE P.
citricarpa RETIRADOS DO TESTE DE FORMACAO DE PICNIDIOS APOS 14 DIAS
EM MEIO COMPLETO PH 6,8.

Nota: em A fragmentos de micélio retirados ap6s o teste de inibicdo de picnidios; em
B o controle de crescimento de P. citricarpa.

O tratamento foi eficiente em 96,666% dos fragmentos segundo teste binomial
de Fisher (p < 0,0001 a 5%), indicando que o volatil possui acdo ndo apenas

fungistéatica, mas também fungicida ao patégeno.

5.10 EFEITO DOS VOLATEIS NA INIBICAO DE SINTOMAS EM FRUTOS DE
REGIOES COM ALTA INCIDENCIA DA DOENCA

O composto volétil produzido pelo fungo isolado LGMF1254 né&o inibiu o
aparecimento de lesGes nos frutos oriundos de regido com alta incidéncia da
doenca. Portanto, analisou-se os dados mediante o numero de lesbes evidenciadas
em cada fruto.

O numero de lesBes nos frutos expostos aos compostos volateis do isolado
LGMF1254 né&o diferiu do grupo controle no teste de Mann-Whitney. Frutos com
lesbes severas e com auséncia de lesdo foram encontrados tanto no tratamento

como no controle (figura 20).
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FIGURA 20 - EFEITO DOS COMPOSTOS VOLATEIS DO ISOLADO LGMF1254
SOBRE FRUTOS ORIUNDOS DE REGIOES COM ALTA INCIDENCIA DA DOENCA
MPC APOS 21 DIAS

Nota: A - tratamento; B - grupo controle.

6 DISCUSSAO

Estudos com microrganismos endofiticos, especialmente fungos, tém
aumentado consideravelmente. O numero de publicagBes relacionadas a estes
microrganismos € cada vez maior. Isso em parte, porque o isolamento € um
processo relativamente simples e a exploracdo dos beneficios que podem advir de
tais estudos sdo bem vindos e podem sanar alguma caréncia da humanidade, seja
na area agronémica, farmacéutica ou ecologica.

A andlise mediante cultura pareada demonstrou ser interessante quando
objetiva-se a busca por antagonismos com um numero elevado de isolados. Embora

0 teste possa inferir resultados falso-positivos, nenhum isolado promissor é
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descartado das analises. Seguinte ao teste de cultura pareada, a andlise dos
isolados produtores de metabdlitos volateis discrimina se a inibi¢do evidenciada no
primeiro teste é de natureza volatil ou pela difusdo dos metabdlitos no meio de
cultura. Nos casos em que o crescimento do endofitico € rapido e se sobrepbe ao
confrontante, impedindo a andlise, o teste de metabolitos difusiveis pode sanar tais
davidas. Os isolados utilizados no experimento sdo provenientes de pomares que
receberam tratamento com agroquimicos, portanto, os isolados podem apresentar
resisténcia aos fungicidas e a comunidade pode ter sido pré-selecionada. Desta
forma os isolados desta origem podem ser interessantes em experimentos baseados
na reintroducdo do endofitico na planta, uma vez que testes utilizando organismos
selvagens podem ser comprometidos pela alta susceptibilidade do fungo aos
fungicidas.

A identificacdo molecular permitiu inferir apenas o género dos isolados.
Muitos estudos tém tradicionalmente usado sequenciamento da regido ITS para
identificacdo de espécies devido a rapida evolucdo. Entretanto, muitos fungos nao
sao representados no GenBank, e alguns registros séo identificados erroneamente
ou existe falta informacdes (LACAP; HYDE; LIEW, 2003). Desta forma, a andlise
filogenética de outras regibes gendmicas deveria ser combinada com as de regido
ITS para melhorar a preciséo da identificagado taxonémica.

O fato de alguns dos isolados ndo apresentarem similaridades consistentes
com o NCBI poderia estar relacionado ao banco de dados incompleto ou
eventualmente tratar-se de espécie nao descrita.

Notavelmente, o isolado LGMF1254 foi o0 mais promissor dentre os isolados
testados quanto a inibicdo a P. citricarpa. Embora as sequéncias obtidas tenham
sido relacionadas com Fusarium polyphialidicum, ndo foi possivel identificar género
e espécie por tratar-se de Mycelia sterilia.

A espécie Fusarium polyphialidicum foi isolada e descrita por Marasas et al.
(1986) na Africa do Sul como fungo saprofitico em detritos vegetais. Na descricdo
dos autores, a espécie apresentou macro e microconidios em abundancia, além da
caracteristica marcante da presenca de células conidiogénicas com muitas fialides.

O isolado LGMF1254 foi repicado em diversos meios de cultura e em nenhum
substrato foram visualizados estruturas de reproducéo. No entanto, Leslie (2006)
descreve que alguns fungos s&@o propensos a degeneracdo quando isolados e

mantidos em meios ricos em carboidratos. Esta alteracdo é particularmente bem
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conhecida para espécies de Fusarium. Os principais tipos de mutantes produzidos
sao classificados como pionnotal e micelial. O tipo pionnotal resulta em uma colbnia
plana e pegajosa com auséncia do micélio aéreo, mas produz numerosos
macroconidios. O mutante micelial é estéril e a colénia apresenta geralmente micélio
de coloragdo branca. Embora a linhagem isolada de citros seja condizente com
estas caracteristicas, a incongruéncia das estruturas morfolégicas e de reproducao
nao permite afirmar que o isolado LGMF1254 seja pertencente ao género Fusarium,
sendo necessario, portanto, a realizacdo de novos sequenciamentos para correta
identificacdo do fungo.

A letalidade evidenciada no teste de formacdo de picnidios em comparagao
com os testes em frutos indica que o composto toxico a Phyllosticta € produzido em
pequenas quantidades. No teste de inibicdo de picnidios em folhas, onde o volume
cedido para o desenvolvimento dos fungos é restrito, o efeito dos compostos volateis
resultaram na inibicdo total do desenvolvimento. Além da inibicdo, os fragmentos
miceliais utilizados no teste de sobrevivéncia apds o tratamento tornaram 96% dos
fragmentos incapazes de se desenvolver, indicando que os volateis produzidos pelo
isolado LGMF1254 ndo apenas inibem o desenvolvimento como também possui
acdo biocida ao patdgeno.

No teste em frutos, o volume interno dos recipientes fornecido para o
desenvolvimento dos fungos foi maior, o que diluiria a concentracdo dos compostos
produzidos e resultaria na auséncia de inibicdo no teste com frutos de pomares com
alto indice da doenca, ou pequena diminuicdo no tamanho das lesbes, ocorrido no
teste com lesdes induzidas. Uma vez que no teste de otimizagcdo do meio de cultura,
a inibicdo foi maior com o passar dos dias, supbe-se, que a concentracdo dos
volateis tenha aumentado e, portanto demonstrado este efeito.

No teste com frutos de pomar com alta incidéncia da MPC, o fungo
encontrava-se protegido dos efeitos dos volateis, portanto pode ser o motivo do
resultado encontrado.

O isolado 45, identificado como Phanerochaete sp apresentou inibicao
consideravel no teste de metabdlitos ndo volateis (60%). Este fungo € considerado
saprofito, apresenta um grande potencial biotecnologico e é intensamente estudado
em virtude de sua capacidade de degradar a lignina (TIEN; KIRK, 1984) diversos
corantes téxteis (CRIPPS et al.,1990) e poluentes persistentes (REDDY et al., 1998).



70

7

O tratamento pos-colheita para os citros é voltado as podriddes,
principalmente o bolor verde e bolor azul, causados por Penicillium digitatum e
Penicillium italicum respectivamente, e é baseado na lavagem dos frutos com
desinfetantes, seguido por aplicacao de cera e fungicidas (FISCHER et al. 2007).

O tratamento da MPC com fungicidas em campo interfere no indice de
infeccbes quiescentes, entretanto, a aplicacdo de fungicidas apds a colheita
geralmente ndo apresenta reducdo no aparecimento de lesdes (AGOSTINI et al.,
2006).

A identificacdo dos compostos volateis produzidos pelo LGMF1254 e a
posterior sintese dos componentes pode mimetizar os efeitos dos volateis
produzidos pelo fungo na inibicdo de Phyllosticta e preencher esta lacuna
principalmente para o comércio in natura.

Atualmente a Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massa € o
método mais comumente utilizado para a identificacdo de volateis. O surgimento de
novos métodos, como PTR-MS (Proton Transfer Reaction - Mass Spectrometry), que
possibilita consultas online, e outras técnicas como Time-of-flight - Mass
Spectrometry (TOF-MS) podem ser utilizadas em conjunto para a obtencdo de uma
maior resolucdo e identificacdo da totalidade dos compostos volateis de uma
amostra (INSAM; SEEWALD, 2010).

Apesar do transporte internacional de frutas citricas ser realizado em
condicBes que garante a seguridade e visam impedir o desenvolvimento do fungo,
pela reducdo na temperatura e pela auséncia de luz, a utilizagcdo dos compostos
poderia, futuramente ser uma alternativa aos gastos para manter tais condic¢oes,
tornando menos oneroso o transporte.

Testes futuros poderiam ainda analisar os efeitos volateis sobre os principais
patdogenos pos-colheita dos citros Penicillium digitatum, Penicillium italicum e

Geotrichum candidum.
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7 CONCLUSAO

A patrtir dos resultados deste trabalho foi possivel concluir que:

e Fungos endofiticos presentes em citros apresentam potencial como agentes
produtores de substancias antifungicas;

e Os endofiticos identificados como Phanerochaete sp, Nigrospora sp,
Neofusicocum sp, Colletotrichum sp e Bionectria sp inibiram o crescimento
micelial de P. citricarpa mediante a producdo de compostos difusiveis no meio
de cultura, ao passo que o endofitico LGMF1254 reduziu o crescimento
micelial de P. citricarpa devido a producéo de compostos volateis;

e O composto volatil produzido pelo isolado LGMF1254 foi capaz de reduzir o
tamanho das lesbes em frutos inoculados artificialmente e inibir
completamente a formacao de picnidios em folhas nos ensaios realizados;

e O composto volatil foi produzido independentemente do meio de cultura
utilizado, sendo encontrados menores valores inibitérios no teste realizado
com meio citros.

e Os resultados obtidos permitiram identificar possibilidades para o controle da
Mancha Preta dos Citros, considerada hoje a pior enfermidade citrica de

origem fungica, sem o uso de agrotoxicos.
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RESUMO

Entre as doencas que acometem a producdo de citros destaca-se a Mancha Preta dos
Citros causada pelo fungo Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Van der Aa. Restrices
fitossanitarias impostas pelos paises importadores acarretam a rejeicdo de cargas inteiras de
frutos com sintomas da doenga. Fungos endofiticos isolados de citros foram testados quanto
ao antagonismo a P. citricarpa mediante ensaios de cultura pareada, avaliacdo da producéo de
compostos volateis e de compostos ndo volateis. A analise foi baseada na inibicdo do
crescimento micelial do fitopatdgeno em condicdes controladas. O endofitico inibiu o
crescimento micelial de P. citricarpa em 60% mediante a producdo de compostos volateis e
inibiu em 100% a formacdo de picnidios em folhas de citros. Em testes sob condicdes
controladas os volateis ndo inibiram o aparecimento de les6es em frutos oriundos de regides
com alta incidéncia da doenca, entretanto, em testes com lesbes induzidas houve reducédo de
26% no diametro médio das lesdes da MPC, quando comparado ao controle. Tal resultado é
de grande importancia uma vez que a exposicao de frutos pds-colheita a um composto volatil
é de facil operacionalizacdo, especialmente em frutos destinados a exportacdo. Este € o
primeiro relato de um composto volatil produzido por um fungo endofitico de citros com acao
antagonista a Phyllosticta citricarpa.
Palavras chave: Phyllosticta citricarpa, antagonismo, Mancha Preta dos Citros, metabélitos

volateis.

INTRODUCAO

A Mancha Preta dos Citros (MPC) é uma fitopatologia ocasionada pelo fungo
Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Van der Aa (1973), teleomorfo Guignardia citricarpa
Kiely (1948). Este microrganismo provoca lesdes em frutos citricos afetando todas as

variedades de laranja doce (Citrus sinensis), limdes verdadeiros (Citrus limon e Citrus



limonia), pomelos (Citrus maxima) e algumas variedades de tangerina (Citrus reticulata),
excluindo-se apenas variedades de laranja azeda (Citrus aurantium) e lima acida “Tahiti”
(Citrus latifolia Tanaka), (Kotzé 1981; Baldassari, Wickert,Goes, 2008).

Este fungo deteriora a casca do fruto e dependendo da intensidade da doenca além de
prejudicar a aparéncia, esta diretamente relacionada a queda prematura dos frutos, reduzindo a
produtividade e a qualidade, inviabilizando a comercializacdo (Sposito, 2003; Gasparotto;
Pereira, 2004). Os sintomas geralmente surgem tarde e durante a temporada os frutos que nao
apresentam indicios da doencga podem vir a desenvolver os sintomas no periodo pds-colheita.
O surgimento das lesbes é influenciado pelas condicdes de transporte ou armazenamento,
temperaturas elevadas e a alta luminosidade durante este periodo favorecem o
desenvolvimento dos sintomas (Agostini; et al. 2006).

A doenca é considerada quarentenaria A1 na Unido Europeia por ndo estar presente
em seus paises. Em virtude disso, tolerancia em relacdo a importacdo de frutos que
apresentem sintomas da doenca é zero e cargas inteiras sdo recusadas.

O controle quimico usualmente aplicado no campo é uma pratica importante,
reduzindo de maneira eficaz os danos quantitativos causados pela queda prematura de frutos
sintomaticos. Entretanto, ndo é capaz de reduzir a intensidade da doenga para a producdo de
frutos in natura nas areas com alta incidéncia (Sposito, 2003).

Problemas como o surgimento de isolados de Phyllosticta citricarpa resistentes aos
agroquimicos, impactos negativos ao ambiente e restricdes de ordem publica e econémica
estimulam a busca de novas alternativas de controle de doengas, principalmente pela
introducdo de agentes de biocontrole e de produtos alternativos (Bernardo; Betiol, 2010).

Devido aos problemas de satde e ambientais, muitos agentes sintéticos utilizados na
agricultura foram e tém sido removidos do mercado, 0 que gera a necessidade de encontrar

formas alternativas para o controle de pragas e patdgenos (Strobel, 2003). Caso recente foi



evidenciado na utilizacdo do fungicida Carbendazim, permitido no Brasil, Japdo, Canada e
Unido Europeia, mas restringido nos Estados Unidos, os maiores importadores da producédo
brasileira. Segundo a Food and Drug Administration, o fungicida pode deixar residuos acima
do nivel toleravel nos derivados citricos, apesar disso, 0 uso nos EUA é autorizado na
producdo de macds (ASSOCITRUS, 2012).

Produtos resultantes do metabolismo secundario de endofiticos s&o intensamente
estudados por apresentarem oportuna utilizacdo na industria, medicina e agricultura, e
incluem alcaldides, benzopiranonas, flavonodides, acidos fendlicos, quinonas, esterdides,
terpendides, tetralonas e xantonas (Tan; Zou, 2001). Algumas das diversas utilizacGes das
substancias produzidas por endofiticos sdo utilizadas como compostos anticancerigenos,
antioxidantes e antimicrobianos (Pimentel et al., 2011).

A maioria dos microrganismos produz e secreta um ou mais compostos com atividade
antibidtica, em alguns casos eficazes na supressdo de fitopatdgenos e doencas causadas por
estes (Pal; Mcspadden, 2006). O objetivo deste trabalho foi testar a atividade antagbnica de
isolados de citros frente a Phyllosticta citricarpa e estabelecer possibilidades para o controle

da Mancha Preta dos Citros.

MATERIAIS E METODOS

A atividade antagonica dos isolados foi testada mediante teste de cultura pareada
(Mariano, 1993). Os endofiticos foram confrontados em placas de Petri contra Phyllosticta
citricarpa e o diametro da col6nia do fitopatdgeno foi mensurado apés 14 dias. A
porcentagem de inibigdo foi calculada conforme Edginton et al. (1971).

Os isolados com inibigdo superior a 50 % foram submetidos ao teste de metabdlitos
ndo volateis (Gomes, 2008). A acdo por metabdlitos volateis foi realizada utilizando placas de

Petri com divisoria. A anélise foi realizada apos 14 dias.



Os isolados com maior porcentagem de inibicdo frente a P. citricarpa foram
identificados por sequenciamento da regido ITS, utilizando os primers V9G e LS266 (Gerrits

Van Den Ende; De Hoog, 1999).

Andlise dos volateis produzidos pelo endofitico LGMF1254 no desenvolvimento de

picnidios em folhas de citros

A atividade inibitoria exercida por compostos volateis foi testada quanto a influencia
na producdo de picnidios em folhas de citros. Para tanto foi realizado um ensaio utilizando
placas de Petri com divisoria. Em um dos compartimentos foi vertido meio completo e
inoculado um cilindro de micélio de 6 mm de didmetro do endé6fito. No outro compartimento
foi depositada uma camada de meio agar agua e sobre este, cilindros de folha de citros com 10
mm de diametro. Nas extremidades das folhas foi inoculado fragmentos miceliais de
Phyllosticta citricarpa. A anélise foi realizada mediante contagem dos picnidios formados
sobre os fragmentos de folhas, em comparacdo com o grupo controle, onde ndo houve a
inoculacdo do endofitico. Como controle negativo foi aplicado 10 pL de solucdo de
Carbendazin em concentragdo de 1,0 mg/mL sobre os cilindros de folhas de citros e
posteriormente efetuou-se o indculo de micélio de P. citricarpa nas extremidades foliares.

A contagem foi realizada 14 dias ap6s o inicio do tratamento e os dados foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido por teste LSD a 5% de probabilidade. Para
conferir a viabilidade do indculo de Phyllosticta citricarpa apds o tratamento, fragmentos de 2
mm utilizados no teste de formacéo de picnidios (os mesmos que foram colocados nas bordas
das folhas) foram transferidos para novas placas contendo meio de cultura BDA. O
desenvolvimento foi comparado com a inoculacdo de cubos de mesma medida e de mesma
origem utilizada para o teste de picnidios. O ensaio foi realizado inoculando 6 fragmentos por

placa, com 5 repeti¢es. Os dados foram analisados pelo teste binomial de Fisher.



Efeito dos volateis no desenvolvimento de lesdes induzidas em frutos

Frutos cultivados sem o uso de fungicidas, cedidos pelo Fundecitrus (Fundo de Defesa
da Citricultura) foram externamente desinfectados e a inoculacdo de micélio em frutos foi
realizada conforme Goulin et al. (2011). Em cada fruto foram marcados dez circulos na linha
transversal em cinco destes foi introduzido com auxilio de agulha, micélio de P. citricarpa, e
nos circulos restantes, apenas a injdria provocada pela agulha foi realizada. Recipientes
plasticos com tampa foram esterilizados mediante limpeza interna com solugéo de hipoclorito
e alcool 70% e posteriormente foram submetidos a luz ultravioleta por 30 minutos. No
interior destes frascos foi vertida uma camada de meio BDA com adicdo de acido nalidixico
(100 pg/mL) e cilindros de micélio do endofitico foram inoculados na extremidade dos
frascos. O fruto infectado foi depositado no interior dos potes sobre a base de placas de Petri,
sem contato com o0 meio de cultura e o endofitico. Os potes foram tampados e mantidos em
camara de germinacdo a 26 graus sob luz constante durante 30 dias. Apds esse periodo as
lesGes foram foto documentadas e mensuradas com aumento de 16 vezes. O experimento foi

realizado com 10 repetigdes.

Analise dos volateis na formacao de lesGes em frutos propensos a doenca

Os volateis produzidos pelo endofitico foram testados quanto a inibicdo dos sintomas
em frutos oriundos de pomares com alto indice da doenca MPC. Para tanto, foram utilizadas
laranjas de pomares da cidade de Matdo — S&o Paulo. Os frutos foram desinfectados
externamente e depositados em potes plasticos transparentes. Em cada pote foram colocadas
trés laranjas e trés placas de Petri com inéculo do LGMF1254. Estas placas foram deixadas
abertas, mas sem contato com os frutos. Os potes foram vedados e mantidos em camara de
germinacédo a 26 graus sob luz constante. Para o grupo controle procedeu-se da mesma forma,

porém, sem a deposi¢do das placas com LGMF1254. O experimento foi realizado com 5



repeticdes. Apos 21 dias, o numero de lesGes foi contado e os valores obtidos analisados

através do teste de Mann-Whitney a 5% de probabilidade.

Influéncia do meio de cultura na produg¢édo do composto volatil

Foram testados 7 meios de cultura visando identificar a influéncia na producdo do
composto volatil. Para tanto, foram utilizadas placas de Petri com divisoria. Em um dos
compartimentos foi vertido 10 mL de meio completo e inoculado um cilindro de 6 mm de
diametro de Phyllosticta. No outro compartimento verteu-se 10 mL do meio a ser testado.
Foram utilizados o Meio Citros (Stringari, 2009), Agar Batata Dextrose (Riker; Riker, 1936),
Meio Completo (Azevedo; Costa, 1973), Meio Agar-Aveia (Hoekstra; Aptroot, 1988), Meio
Milho, Meio Arroz (Kurtzman; Fell, 1998) e Agar Extrato de Malte (HIMEDIA®). Apos trés
dias, confirmada a viabilidade do in6culo, foi depositado um cilindro de micélio com 6 mm
do endofitico. As placas foram vedadas com plastico PVC e depositadas em BOD a 28 graus
Celsius. A determinacdo do meio de cultura mais promissor na producdo do composto volatil
foi realizada mediante a porcentagem de inibicdo do diametro da coldnia do fitopatdgeno, aos
7, 10, 14 e 21 dias de tratamento. O experimento foi realizado com sete repeticdes para cada
meio de cultura. O grupo controle consistiu da inoculacdo do cilindro de Phyllosticta em meio
completo, sem a presenca do endofitico.

A analise estatistica foi realizada mediante o teste Kruskal-Wallis seguido pelo teste de

comparacgédo LSD a 5%.

RESULTADOS

Os isolados com valores mais expressivos de inibicdo no teste de cultura pareada
(valores entre parénteses) foram: Isolado LGMF1254 (69,9%), Phanerochaete sp (60,3%),

Neofusicoum sp (54.7%) Nigrospora sp (53.4%) Colletotrichum sp (50.2%), Bionectria sp



(50.2%). No teste de metabolitos volateis, o maior valor de inibicdo encontrado foi também
para o isolado LGMF1254 (60.3%), evidenciando que a inibicdo no teste de cultura pareada
seja devido a producdo de volateis. No teste de metabolitos ndo volateis, o isolado
LGMF1254 teve resultados pouco expressivos (14.2%), portanto, os resultados antagdnicos

tornam este fungo potencial para o estudo de compostos organicos volateis.

Teste de formacao de picnidios em folhas

N&o foi observada a presenca de picnidios sobre a superficie foliar em nenhuma das
placas tratamento. No grupo controle negativo (carbendazin) houve o desenvolvimento de
dois picnidios, porém, o valor ndo diferiu estatisticamente do tratamento com o volatil (p-
value = 0.000002). Na figura 01 e 02 ¢é possivel observar que os fragmentos miceliais de P.
citricarpa nao desenvolveram quando inoculados em conjunto com o isolado LGMF1254.
Este resultado foi encontrado em todas as placas que receberam tratamento. ApOs o repique
dos fragmentos de P. citricarpa retirados do teste anterior foi verificado que apenas um dos
fragmentos (3,333%) continuou viavel. Os demais fragmentos ndo se desenvolveram (figura
03). O tratamento foi eficiente em 96,666 % (p< 0,0001) dos fragmentos, indicando que o

volatil possui acdo ndo apenas fungistatica, mas também fungicida ao patdgeno.

Inibicdo de lesbes induzidas em frutos mediante exposicdo a compostos volateis

produzidos pelo isolado LGMF1254

Os compostos volateis produzidos pelo isolado LGMF1254, embora ndo tenham
impedido o aparecimento das lesdes nos frutos inoculados com o fitopatdgeno, reduziu o
didmetro médio destas em 26,75%. Foi realizado um delineamento inteiramente casualizado
seguido pelo teste t. Pelos resultados foi possivel demonstrar haver diferenca significativa ao

nivel de 1% de probabilidade entre os frutos tratados e o controle. Foi verificado se a



concentracdo do volatil estaria influenciando na acdo sobre as lesdes, portanto o volume dos
potes foi mensurado pela seguinte férmula: V= (pi.h/3)* (R? + Rr + r?). Deste valor foi
descontado o volume do meio de cultura utilizado, (V= pi*rz*h), e o volume dos frutos (V=
4/3 pi*r?), onde “R” corresponde ao raio maior e “r”” ao raio menor (Bonjorno; Giovanni et al.
2002). O volume fornecido para o desenvolvimento do fungo ndo p6de ser relacionado ao

didmetro médio das lesoes.

Efeito dos volateis na inibicdo de sintomas em frutos de regides com alta incidéncia da

doenca

O composto volatil produzido pelo LGMF1254 nédo inibiu o aparecimento de lesGes
nos frutos oriundos de regido com alta incidéncia da doenca. Portanto, analisaram-se os dados
mediante o numero de lesdes evidenciadas em cada fruto. O ndmero de lesdes nos frutos
expostos aos compostos volateis do LGMF1254 ndo diferiu do grupo controle no teste de
Mann-Whitney. Frutos com lesfes severas e com auséncia de lesdo foram encontrados tanto

no tratamento como no controle.

Influéncia do meio de cultura na producédo do composto volatil

A inibicdo diferencial de P. citricarpa perante os tratamentos foi considerada como
resultado da influéncia do meio de cultura na producdo dos volateis pelo isolado LGMF1254.
Em todos os meios de cultura testados, o LGMF1254 foi capaz de produzir os volateis
resultando na diminuicdo do didmetro de P. citricarpa. As diferengcas na porcentagem de
inibicdo encontradas entre os tratamentos demonstram diminui¢do no decorrer dos dias. Ao
21° dia, com excec¢do do meio citros, todos igualmente permitiram a producdo dos volateis
inibindo o didmetro do crescimento micelial do fitopatégeno, com reducdo de 71.9% a

81.10% (LSD 5%).
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DISCUSSAO

O numero de publicacdes relacionadas a microrganismos endofiticos é cada vez maior.
Isso em parte, porque o isolamento € um processo relativamente simples e a peculiaridade de
seu desenvolvimento dentro de plantas fez com que produzissem metabolitos que podem ser
Uteis na area agronémica, farmacéutica e ecoldgica.

A prospeccao de uma colecdo de fungos endofiticos obtidos de citros mediante cultura
pareada demonstrou ser interessante quando objetiva-se a busca por antagonismos com um
numero elevado de isolados. Embora o teste possa inferir resultados falso-positivos, nenhum
isolado promissor € descartado das andlises. Seguinte ao teste de cultura pareada, a analise
dos isolados produtores de metabdlitos volateis discrimina se a inibicdo evidenciada no
primeiro teste é de natureza volatil ou pela difusdo dos metabdlitos no meio de cultura. Nos
casos em gue o crescimento do endofitico foi rapido e se sobrepés ao confrontante, impedindo
a analise, o teste de metabdlitos difusiveis foi elucidativo. Os isolados utilizados no
experimento sdo provenientes de pomares que receberam tratamento com agroquimicos,
portanto foram pré-selecionados por apresentarem algum grau de resisténcia a fungicidas.
Neste aspecto, isto torna-se uma vantagem pois pode-se considerar a reintroducdo do
endofitico na planta, uma vez que testes utilizando organismos selvagens podem ser
comprometidos pela alta susceptibilidade do fungo aos fungicidas. Notavelmente, o
LGMF1254 foi o mais promissor dentre os isolados testados quanto a inibicdo de P.
citricarpa. Este € o primeiro relato de um fungo endofitico com acdo antagonista a P.
citricarpa mediante a producdo de metabolitos volateis.

O isolado LGMF1254 foi testado em diversos meios de cultura e ndo foram
visualizados macroconidios, microconidios ou clamidosporos. A producdo pelo LGMF1254
de um composto que inibisse possiveis competidores in vivo poderia lhe conferir alguma

vantagem na microbiota da planta. A letalidade evidenciada no teste de formacao de picnidios
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em comparacdo com os testes em frutos indica que o composto toxico a Phyllosticta €
produzido em pequenas quantidades. No teste de inibicdo de picnidios em folhas, onde o
volume cedido para o desenvolvimento dos fungos € restrito, os volateis resultaram na
inibicdo total do desenvolvimento. Além da inibicdo, os fragmentos miceliais utilizados no
teste de sobrevivéncia ap0s o tratamento tornaram 96% dos fragmentos incapazes de se
desenvolver, indicando que os efeitos dos volateis produzidos pelo LGMF1254 ndo apenas
inibem o desenvolvimento como também possui acao biocida ao patdégeno. No teste em frutos
o volume interno dos recipientes, fornecido para o desenvolvimento dos fungos foi maior, 0
que diminuiu a concentra¢do dos compostos produzidos e pode ter resultado na auséncia de
inibicdo das lesbes em frutos de regibes com alta incidéncia da MPC, ou pequena diminuicao
no tamanho das mesmas, ocorrido no teste com lesbes induzidas. Uma vez que no teste de
otimizacdo do meio de cultura, a inibicdo foi maior com o passar dos dias, supde-se, que a
concentracdo dos volateis tenha aumentado e, portanto demonstrado este efeito. No teste com
frutos de pomar com alta incidéncia da MPC, o fungo encontrava-se protegido dos efeitos dos
volateis e, portanto pode ser o motivo do resultado encontrado. O tratamento pos-colheita
para os citros é voltado as podriddes, principalmente o bolor verde e bolor azul, causados por
Penicillium digitatum e Penicillium italicum respectivamente, e é baseado na lavagem dos
frutos com desinfetantes, seguido por de aplicacédo de cera e fungicidas (Fischer et al. 2007).

O tratamento da MPC com fungicidas em campo interfere no indice de infeccGes
quiescentes, entretanto, a aplicacdo de fungicidas apds a colheita geralmente ndo apresenta
reducdo no aparecimento de lesdes (Agostini et al., 2006).

A identificacdo dos compostos volateis produzidos pelo isolado LGMF1254 e a
posterior sintese destes componentes, pode mimetizar os efeitos dos volateis produzidos pelo
fungo vivo na inibicdo de Phyllosticta e preencher esta lacuna principalmente para o comercio

in natura. Atualmente a Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massa € 0
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método mais comumente utilizado para a identificacdo de volateis. O surgimento de novos
métodos, como PTR-MS, que possibilita consultas online, e outras técnicas como time-of-
flight (TOF MS) podem ser utilizadas em conjunto para a obtencdo de uma maior resolucéo e
identificacdo da totalidade dos compostos volateis de uma amostra (Insam; Seewald, 2010).
Apesar do transporte internacional de frutas citricas ser realizado em condic¢des que
garante a seguridade e visam impedir o desenvolvimento de Phyllosticta citricarpa, pela
reducdo na temperatura e pela auséncia de luz, a utilizacdo dos compostos poderia,
futuramente ser uma alternativa aos gastos para manter tais condi¢fes, tornando menos
oneroso o transporte. Testes futuros poderiam ainda analisar os efeitos volateis sobre os
principais patdgenos pds-colheita dos citros Penicillium digitatum, Penicillium italicum e

Geotrichum candidum.
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FIGURA 01: Efeito dos volateis produzidos pelo LGMF1254 em folhas de citros inoculadas
com P. citricarpa.

Nota: em A o desenvolvimento de P. citricarpa e a formacéo de picnidios; em B o tratamento
mostrando a auséncia do desenvolvimento do fitopatégeno.
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FIGURA 02 - Efeito dos volateis produzidos pelo LGMF1254 no desenvolvimento de

picnidios em folhas.

Nota: em A o controle negativo (com carbendazim); em B efeito dos volateis do LGMF1254;

e em C o controle positivo (sem tratamento).



18

FIGURA 03 — desenvolvimento dos fragmentos retirados do teste de formacéo de picnidios
apos 14 dias.
Nota: em A os fragmentos submetidos ao tratamento; em B o controle de crescimento de P.

citricarpa



APENDICE

APENDICE 01 - ANALISE ESTATISTICA - CULTURA PAREADA

Desvio padréo

.65202
.44338
.17543
.10868
.853913
.51188
.763763
.75594
.79699
.02073
.32737
.05505
.57735
.1547
.04083
.288675
.29099
.41421
.84842
.32288
.75379
.48328
.946485
.10868
.957427
.65202
.75
.08012
.288675
.60728
77951
.866025
.47196
.39792
77951
.645497
.39357
.04138
.853913
.42813
.46644
.288675
.05649
.03078
.84312
.478714
.22474
.89297
.48328
.93649
.5

.75
.18145
.32288
.75
.44903
.47196
.10159
.478714
.763763
.04138
.04083
.25

Isolado n média Variancia
Controle + 4 26.125 2.72917
1 3 21.3333 2.08333
2 4 22.75 10.0833
3 4 22.375 1.22917
4 4 18.125 0.729167
6 3 24.3333 12.3333
7 3 12.1667 0.583333
9 4 21.75 3.08333
10 4 17.625 3.22917
11 4 16.25 4.08333
12 4 21.25 5.41667
13 3 18.3333 9.33333
14 3 11.8333 0.333333
15 3 17.3333 1.33333
16 4 18.75 1.08333
17 3 17.8333 0.0833333
18 4 15.5 1.66667
19 4 18.5 2.0

20 4 16.75 3.41667
21 4 19.75 1.75

22 3 18.8333 7.58333
23 4 13.0 6.16667
24 4 17.875 0.895833
25 4 21.625 1.22917
26 4 21.25 0.916667
27 4 18.125 2.72917
28 4 15.375 0.5625
29 4 17.5 1.16667
30 4 16.75 0.0833333
31 3 23.6667 2.58333
32 4 19.0 3.16667
33 4 16.75 0.75

34 4 22.5 2.16667
35 4 19.25 5.75

36 4 25.5 3.16667
37 4 23.75 0.416667
38 4 17.625 5.72917
39 3 23.0 9.25

40 4 21.625 0.729167
41 4 23.375 5.89583
42 3 17.8333 6.08333
43 3 23.8333 0.0833333
44 4 14.125 4.22917
45 4 10.375 1.0625
46 3 22.6667 8.08333
47 4 14.875 0.229167
48 4 16.5 1.5

49 3 15.8333 3.58333
50 4 18.0 6.16667
51 4 16.25 3.75

52 4 26.25 2.25

53 4 16.625 0.5625
54 4 24.375 1.39583
55 4 18.75 1.75

56 4 22.625 0.5625
57 4 17.625 11.8958
58 4 14.0 2.16667
59 4 16.75 4.41667
60 4 16.375 0.229167
6l 3 16.3333 0.583333
62 3 20.5 9.25

63 3 15.6667 1.08333
64 4 16.625 0.0625
LGMF1254 4 7.875 2.0625

HORFRPR WOONF WORRFRPOREFNREFREFONMNREFNONMNNOWNOFRNRFRPOFRPPORFRPRORFRORFRONMNREPRREPEPORPPFPOWNNMRERREFOWOR WERH

.43614
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Desvio padréo

.43614
.629153
.92617
.1547

Isolado n média Variancia
66 4 20.875 2.0625
67 4 19.125 0.395833
68 4 16.875 8.5625
1068 3 18.8333 1.33333
1075 3 13.0 0.0
Controle - 4 0.0 0.0
Total 261 18.3314 21.3272

Variance Check

Cochran's C test: 0.0579256 P-Value = 0.632805
Bartlett's test: 1.76452 P-Value = 0.0174357
Hartley's test: 197.333

Levene's test: 0.982718 P-Value = 0.522465

APENDICE 1.1 - TESTE DE KRUSKAL-WALLIS PARA CULTURA PAREADA

Isolados Sample Size Average Rank
Controle + 4 253.125
1 3 191.333
2 4 211.75
3 4 209.0

4 4 129.75
6 3 227.333
7 3 19.6667
9 4 198.25
10 4 116.875
11 4 79.75
12 4 188.0
13 3 129.0
14 3 17.3333
15 3 106.333
16 4 144.0
17 3 121.333
18 4 60.0

19 4 135.375
20 4 92.75
21 4 163.875
22 3 137.333
23 4 33.5

24 4 123.0
25 4 196.75
26 4 190.5
27 4 125.875
28 4 53.75
29 4 111.25
30 4 90.0

31 3 227.167
32 4 146.5
33 4 88.5

34 4 211.25
35 4 149.625
36 4 247.375
37 4 230.75
38 4 108.75
39 3 218.167
40 4 196.875
41 4 220.625
42 3 121.0
43 3 232.667
44 4 40.75
45 4 11.125
46 3 213.0
47 4 43.5
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Isolados Sample Size Average Rank
48 4 84.375
49 3 69.8333
50 4 117.5
51 4 80.875
52 4 253.25
53 4 85.125
54 4 237.75
55 4 143.125
56 4 212.25
57 4 110.375
58 4 35.25
59 4 92.75
60 4 78.0

61 3 78.0

62 3 170.667
63 3 61.8333
64 4 86.25
LGMF1254 4 6.75

66 4 184.625
67 4 154.625
68 4 95.625
1068 3 146.0
1075 3 24.0
Controle - 4 2.5

Test statistic = 219.746 P-Value = 0.0



APENDICE 1.2 - TESTE LSD PARA CULTURA PAREADA

Method: 95.0 percent LSD

Isolados
Controle -
LGMF1254
45
14
7
23
1075
58
44
47
28
18
63
49
51
11
61
60
48
53
64
30
33
20
59
68
15
29
57
38
10
42
17
24
50
27
4
13
19
16
55
1068
22
32
67
35
21
62
66
26
12
1
25
40
9
3
34
56
46
2
39
41
31
37
43
6
54
36
Controle +
52

Count

B DWW Wb Wb WbsE S BELEDWESED_WRERELEDWWSEDSDDWBEEESELS:WWEEDLDDSWEDS LSS DLSEDLDBSEDSDSWEDWWDESDE DS DL D WD WWDS &S

Mean

0.0

7.875

10.
11.
12.
13.
13.
14.
14.
14.
15.
15.
15.
15.
l6.
16.
16.
16.
16.
16.
16.
16.
16.
16.
16.
16.
17.
17.
. 625
17.
17.
17.
17.
17.
18.
18.
18.
18.
18.
18.
18.
18.
18.
19.
19.
19.
19.
20.
20.
.25
.25
21.
.625
21.
21.
22.
22.
.625
22.
22.
23.
23.
23.
23.
23.
24.
24.
25.
26.
26.

17

21
21

21

22

375
8333
1667

125
875
375

6667
8333
25
25
3333
375

625
625
75
75
75
75
875
3333

625
625
8333
8333
875

125
125
3333

75
75
8333
8333

125
25
75

875

3333

625
75
375

6667
75

375
6667
75
8333
3333
375

125
25

Homogeneous Groups

X
XX
XX
XX
XXX
XXXX
XXXXX
XXXXX
XXXXXX
XXXXXX
XXXXXXX
XXXXXX
XXXXXXX
XXXXXXX
XXXXXXXX
XXXXXXXX
XXXXXXX
AXXXXXX
XXXXXXX
XXXXXXXX
XXXXKXXXX
AXXXKXKXXX
AXXXKXKXXX
XXXXXKXKXXX
XAXXXKXKXKXXXX
);0:0:9:9:0:0:0:0:¢
AXXXXKXXXX
XXXXXKXXXX
XXXXXKXKXXX
);0:0:0:0:0:0:0:0:0:¢
);0:0:0:0:0:0:9:0:0:¢
XXXXKXXXX
XXXXKXXXX
XXXXKXXXX
AAXXXKXXXX
AXXXXKXXXX
XXXXXXXX
XAXKXKXXXXX
AXXKXKXKXXX
);0:0:0:0:0:0:0:0:0:¢
XXXXXKXKXXXX
XXXXXXXX
AXXXKXXX
AXXXKXXX
XXKXXXXX
XXXXXXX
AXXXXX
XXXXX
XXXXX
XXXXXXX
AXXXXX
XXXXX
XXXXX
XXXXX
XXXXX
XXXXX
XXXXX
XXXXX
XXXXXX
XXXXX
AXXKXXXX
XXXXX
XXXXXXX
XXXXX
XXXX
XXX
XX
X
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APENDICE 02 - TABELA DOS METABOLITOS VOLATEIS 7 E 14 DIAS. VALORES
EXPRESSOS EM PERCENTAGEM

Isolado Inibigdo ao 7° dia (%) Inibigdo no 15° dia (%)
1 9.68 29.79
2 8.60 9.18
3 10.39 32.37
4 3.23 22.71
6 4.66 3.38
9 4.66 10.47
10 9.14 19.81
11 -1.61 20.77
12 1.61 8.21
13 9.68 20.77
14 20.43 *
15 9.68 22.06
17 15.59 *
19 12.54 *
20 -5.38 12.40
21 4.84 10.14
22 0.54 14.49
24 16.13 *
25 6.81 14.33
26 7.53 *
27 7.53 *
29 16.13 *
31 2.51 -0.48
32 9.68 19.48
33 3.23 18.84
34 6.45 10.63
35 10.22 18.36
36 7.53 16.91
37 11.29 9.18
38 4.66 *
39 13.26 *
40 5.91 5.31
41 7.53 4.03
42 -5.38 2.74
43 6.81 7.89
44 20.43 25.93
45 13.98 *
46 2.15 9.18
47 1.08 2.90




Isolado Inibigcdo ao 7° dia (%) Inibigcdo no 15° dia (%)
48 15.59 *
49 1.61 9.18
50 4.66 *
51 10.75 31.72
52 5.91 3.38
53 4.30 *
54 6.99 6.76
55 2.51 *
56 2.69 6.76
57 5.38 12.40
60 4.84 14.01
61 6.81 *
62 7.53 7.25
63 17.56 *
64 9.68 *
LGMF1254 37.63 60.39
66 12.90 13.04
67 12.37 6.60
68 3.23 *
1068 9.68 23.35
Controle - 100.00 100.00

* Dados perdidos devido ao crescimento micelial sobre toda placa.
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APENDICE 2.1 — ANALISE ESTATISTICA PARA TESTE DE METABOLITOS

VOLATEIS AO 7° DIA

Cochran's C test: 0.128633

Bartlett's test: 1.60436
Hartley's test: 270.0
Levene's test: 0.903694

Isolado

Controle +

o W N

11
12
13
14

W Wb b Wwwwwdbd Wb

P-Value = 0.00625737

P-Value = 0.365489

P-Value = 0.667749

Average

17.25
15.0
15.25
14.8333
16.5
16.1667
16.1667
15.125
17.625
16.875
15.0
12.5

Variance

.416667
.75

.75
.0833333
.75
.58333
.58333
.72917
.22917
72917
.75

.25

N RFRPONRE P OO O O

PR RENMNRRPRPNOORO

Standard deviation
.645497
.32288
.866025
.288675
.59808
.25831
.25831
.65202
.49583
.31498
.32288
.5



105

Isolado Count Average Variance Standard deviation
15 3 15.0 0.25 0.5

17 4 13.625 2.22917 1.49304
19 3 14.3333 1.58333 1.25831
20 3 18.5 1.75 1.32288
21 4 16.125 5.39583 2.32289
22 4 17.125 4.0625 2.01556
24 3 13.5 0.25 0.5

25 3 15.6667 7.58333 2.75379
26 3 15.5 1.0 1.0

27 3 15.5 1.0 1.0

29 4 13.5 1.5 1.22474
31 3 16.6667 2.08333 1.44338
32 3 15.0 0.0 0.0

33 4 16.5 0.666667 0.816497
34 4 15.75 1.08333 1.04083
35 4 14.875 1.5625 1.25

36 4 15.5 2.16667 1.47196
37 4 14.625 0.895833 0.946485
38 3 16.1667 6.58333 2.5658
39 3 14.1667 0.583333 0.763763
40 4 15.875 1.22917 1.10868
41 3 15.5 0.0 0.0

42 3 18.5 16.75 4.09268
43 3 15.6667 0.583333 0.763763
44 3 12.5 3.25 1.80278
45 3 14.0 3.25 1.80278
46 4 16.75 0.75 0.866025
47 4 17.0 1.16667 1.08012
48 4 13.625 1.89583 1.37689
49 4 16.875 2.22917 1.49304
50 3 16.1667 1.33333 1.1547
51 4 14.75 6.75 2.59808
52 4 15.875 1.39583 1.18145
53 4 16.25 2.25 1.5

54 4 15.625 1.22917 1.10868
55 3 16.6667 3.08333 1.75594
56 4 16.625 3.0625 1.75

57 3 16.0 1.0 1.0

60 4 16.125 5.22917 2.28674
61 3 15.6667 4.08333 2.02073
62 3 15.5 1.0 1.0

63 3 13.1667 1.58333 1.25831
64 4 15.0 0.833333 0.912871
LGMF1254 4 8.5 22.5 4.74342
66 4 14.25 4.41667 2.10159
67 4 14.375 1.72917 1.314098
68 3 16.5 4.75 2.17945
1068 3 15.0 7.75 2.78388
Controle - 4 0.0 0.0 0.0

Total 213 15.1174 8.92956 2.98824
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APENDICE 2.2 - TESTE DE KRUSKAL-WALLIS PARA TESTE DE METABOLITOS

VOLATEIS AO 7° DIA

Isolado Sample Size

64
LGMF1254
66

67

68

1068
Controle -

0.000039539

Test statistic = 113.242 P-Value

Average Rank

177
87.
103
80.
128
137
137
90.
166
160
87.
23.
89.
46.
67.
197
133
159
32.
124
111
111
41.
152
88.
153
122
84.
114
2.
122
54.
126
116
162
120
25.
64.
162
167
47.
158
139
89.
125

137.

115

149.
147.
132.
119.
118.
111.

33.
90.
15.
69.
71.
137
92.
2.5

.125
5
.875
0

.5
.5
.5
125
.125
.25
5
6667
3333
375
6667
.5
.875
.125
6667
.667
.833
.833
0
.833
5
.375
.25
625
.25
25
.0
3333
.5
.5
.167
.333
0
3333
.0
.0
125
.625
.333
5
.25
375
.25
0
375
667
125
333
833
3333
5
375
5
625
.0
8333
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APENDICE 2.3 — TESTE LSD PARA TESTE DE METABOLITOS VOLATEIS AO 7°

DIA

Method: 95.0 percent LSD
Count

Isolado

Controle -
LGMF1254
14
44
63
29
24
48
17
45
39
66
19
67
37
51
3
35
1068
15
13
32
1
64
10
2
36
62
27
26
41
54
61
25
43
34
52
40
57
60
21
38
9
6
50
53
68
33
4
56
55
31
46
49
12
47
22
Controle +
11
42
20

[GNGEGNGE VS eoNeNoNeNel

.8333
.875

o

wl

. 625
.6667
.6667
.6667
.75

.875
.875

.125
.125
.1667
.1667
.1667
.1667
.25

.625
.6667
.6667
.75
.875
.875

.125

XX
XXX
XXXX
XXXX
XXXX
XXXXX
XXXXXX
XXXXX
XXXXXXX
XXXXXX
AXXXXXX
AXXXKXXXX
XXXXXKXKXKXXX
XXXXXKXKXXX
);0:0:9:0:0:0:0:0:0:¢
);0:0:9:0:0:0:0:0:0:¢
XXXXXXKXKXXX
XXXXXXKXKXXX
);0:0:0:0:0:0:9:0:0:¢
);0:0:9:0:0:0:0:0:0:¢
XXXXXKXKXXX
XXXXKXKXKXXX
);0:0:0:0:0:0:0:0:0:¢
AXXXXKXKXXXX
XXXXXKXKXKXXX
XXXXXKXKXKXXX
);0:0:0:0:9:0:0:0:0:¢
AXXXXKXKXXXX
AXXXXKXKXXXX
XAXXXXKXXXXX
XXXXXKXXXXX
AAXXXXKXKXXX
AXXXKXKXXX
XXXKXXXXX
XXXXXKXKXXXX
AXXXKXKXXX
AXXXKXKXXX
XXXXKXXXXX
XXXXXKXXXX
AAXXXXKXXXX
AXXXXKXKXXX
XXXXXXXX
XXXKXXXXX
AXXXKXKXXX
AXXXKXKXXX
XXXXXXX
XXXXXXXX
AXXXKXKXXX
XXXXXX
XXXXXX
XXXXXX
XXXXX
XXXX
XXX



APENDICE 03 — ANALISE ESTATISTICA
VOLATEIS AO 14° DIA

Variance Check

Cochran's C test: 0.180008 P-Value = 0.00337321
Bartlett's test: 1.80454 P-Value = 0.0885283
Hartley's test: 339.0

Levene's test: 0.942221 P-Value = 0.576024

Summary Statistics for Diémetro

Isolado Count Average
Controle + 4 25.875
1 3 18.1667
2 3 23.5

3 3 17.5

4 3 20.0

6 3 25.0

9 3 23.1667
10 4 20.75
11 4 20.5

12 4 23.75
13 4 20.5

15 3 20.1667
20 3 22.6667
21 4 23.25
22 4 22.125
25 3 22.1667
31 3 26.0

32 3 20.8333
33 3 21.0

34 4 23.125
35 4 21.125
36 4 21.5

37 4 23.5

40 4 24.5

41 3 24.8333
42 3 25.1667
43 3 23.8333
44 3 19.1667
46 4 23.5

47 4 25.125
49 3 23.5

51 3 17.6667
52 4 25.0

54 4 24.125
56 4 24.125
57 3 22.6667
60 4 22.25
62 3 24.0
LGMF1254 4 10.25
66 4 22.5

67 3 24.1667
1068 3 19.8333
Controle - 4 0.0

PARA TESTE DE

Variance

.75

2

2

2

2

3

1

1

4

1

1

3
3.58333
3.58333
4.25
2.72917
5.58333
3.25
0.333333
3.25
1.5625
2.39583
2.16667
1.66667
1.0
0.583333
15.0833
0.0833333
0.583333
2.5
0.729167
4.75
10.3333
0.5
2.72917
2.72917
0.0833333
8.25

0.75
28.25
7.83333
0.583333
0.583333
0
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METABOLITOS

Standard deviation

.73205
.27872
.25831
.10159
.0
.32288
.73205
.89297
.89297
.06155
.65202
.36291
.80278
.57735
.80278
.25
.54785
.47196
.29099
.0
.763763
.88373
.288675
.763763
.58114
.853913
.17945
.21455
.707107
.65202
.65202
.288675
.87228
.866025
.31507
.79881
.763763
.763763
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APENDICE 3.1 - TESTE DE KRUSKAL-WALLIS PARA TESTE DE METABOLITOS
VOLATEIS AO 14° DIA

Isolado Sample Size Average Rank
Controle + 4 133.375
1 3 18.8333
2 3 95.0

3 3 14.3333
4 3 35.6667
6 3 110.167
9 3 88.1667
10 4 47.75
11 4 41.125
12 4 98.875
13 4 42.75
15 3 39.0

20 3 80.3333
21 4 88.75
22 4 69.75
25 3 71.6667
31 3 132.833
32 3 46.5

33 3 49.8333
34 4 87.125
35 4 51.875
36 4 57.5

37 4 94.875
40 4 116.375
41 3 122.167
42 3 106.333
43 3 101.167
44 3 23.5

46 4 95.625
47 4 126.75
49 3 92.6667
51 3 21.0

52 4 125.75
54 4 106.75
56 4 106.75
57 3 76.6667
60 4 72.625
62 3 106.0
LGMF1254 4 7.125
66 4 77.5

67 3 108.667
1068 3 32.5
Controle - 4 2.5

Test statistic = 107.015 P-Value = 1.38176E-7



APENDICE 3.3 — TESTE LSD PARA METABOLITOS VOLATEIS AOS 14 DIAS

Method: 95.0 percent LSD

Isolado

Count

Controle -
LGMF1254
3
51
1
44
1068
4
15
11
13
10
32
33
35
36
22
25
60
66
20
57
34
9
21
49
46
2
37
12
43
62
56
54
67
40
41
6
52
47
42
Controle +
31

Wb Wbk b WwbkbwWwbdbbd,WWbEWLbWEWEWWEBSEDEWEDBSDLDWWEBSEEDHSWWWWWWWSs D

.25

.6667
.1667
.1667
.8333

.1667

.75
.8333

.125

.125
.1667
.25

.6667
.6667
.125

.1667

.8333

.125
.125
.1667

.8333
.125

.1667
.875

XX
XXX
XXXX
XXXXX
XXXXX
XXXXXX
XXXXXX
XXXXXX
XXXXXX
XXXXXXX
XXXKXKXXXX
XXXXXXX
AXXXKXKXXX
AXXKXKXXXX
XXXXXKXKXKXXX
XXXXXKXXX
);0:0:0:0:0:0:0:0:0:¢
);0:0:0:0:0:0:0:0:0:¢
XXXXXKXKXKXXX
XXXXXKXKXXX
);0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:¢
AAKXKXKXKXXXX
XXXXXKXKXXX
XXXXXXXX
AXXXXKXXXX
AAXKXKXKXXXX
XXXXXXX
XXXXXXXX
XXXXXXX
XXXXXX
XXXXXX
XXXXXX
XXXXX
XXXXX
XXXXX
XXXX
XXX
XXXX
X
XX
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APENDICE 04 — ESTATISTICA PARA O TESTE DE METABOLITOS DIFUSIVEIS

Variance Check

Cochran's C test: 0.245031 P-Value = 0.228689
Bartlett's test: 1.68691 P-Value = 0.00376907
Hartley's test: 90.0

Levene's test: 2.55583 P-Value = 0.0168117

Summary Statistics for Didmetro

Tratamento Count Average Variance Standard deviation
1075 6 7.5 0.775 0.88034
14 6 5.375 1.19375 1.09259
23 6 7.4166 0.46666 0.68313
45 6 4.3333 0.54166 0.73598
58 6 9.0833 3.01667 1.73686
LGMF1254 6 9.5 3.75 1.93649
7 6 4.3333 1.29167 1.13652
Controle + (clorof) 6 11.0833 0.76666 0.87559
Controle + (sem clorf) 6 16.7917 3.46042 1.86022
Controle - 6 0.0833 0.04166 0.20412
Total 60 7.55 20.1352 4.48722

APEN[?ICE 4.1 — TESTE Kruskal-Wallis PARA O TESTE DE METABOLITOS
DIFUSIVEIS

Tratamento Sample Size Average Rank
1075 6 32.4167
14 6 18.9167
23 6 32.6667
45 6 13.3333
58 6 40.0833
LGMF1254 6 42.75

7 6 14.5833
Controle + (clorof) 6 49.25
Controle + (sem clorof) 6 57.5
Controle - 6 3.5

Test statistic = 54.0921 P-Value = 1.81323E-8

APENDICE 4.2 — TESTE LSD PARA OS DADOS DO TESTE DE METABOLITOS
DIFUSIVEIS

Method: 95.0 percent LSD

Tratamento Count Mean Homogeneous Groups
Controle - 6 0.0833333 X

45 6 4.33333 X

7 6 4.33333 X

14 6 5.375 X

23 6 7.41667 X
1075 6 7.5 X

58 6 9.08333 X
LGMF1254 6 9.5 X
Controle+ (clor.) 6 11.0833 X
Controle+ 6 16.7917 X



112

APENDICE 5 — ESTATISTICA PARA DADOS DO TESTE DE OTIMIZACAO DA

PRODUCAO DOS VOLATEIS

ANALISE AO 7° DIA

Kruskal-Wallis Test for Didmetro by Tratamento

Tratamento Sample Size Average Rank
Arroz 7 34.7857
Aveia 7 21.2143

BDA 7 15.2143
Citros 7 36.9286
Completo 7 13.6429
Controle 7 53.0

MEA 7 30.7143
Milho 7 22.5

Test statistic = 31.8567 P-Value = 0.0000431777

Method: 95.0 percent LSD

Meio Count Mean Homogeneous Groups
Completo 7 4.28571 a

BDA 7 4.42857 a

Aveia 7 4.82143 a

Milho 7 5.32143 ab

MEA 7 5.5 ab

Arroz 7 6.39286 b

Citros 7 6.57143 b

Controle 7 14.3571 c

ANALISE AO 10° DIA

Kruskal-Wallis Test

Meio Sample Size Average Rank
Arroz 7 35.0714
Aveia 7 21.8571

BDA 7 12.4286
Completo 7 14.5
Controle 7 53.0

MEA 7 28.1429
Milho 7 24.1429
citros 7 38.8571

Test statistic = 33.5074 P-Value = 0.0000212923

Method: 95.0 percent LSD

Meio Count Mean Homogeneous Groups
BDA 7 4.21429 a

Completo 7 4.35714 a

Aveia 7 4.92857 ab

MEA 7 5.42857 abc

Milho 7 5.46429 abc

Arroz 7 6.5 bc

citros 7 6.89286 c

Controle 7 17.1071 d
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ANALISE AO 14° DIA

Kruskal-Wallis Test for Didmetro by Meio

Meio Sample Size Average Rank
Arroz 7 34.5714
Aveia 7 21.4286

BDA 7 13.2143
Citros 7 40.5714
Completo 7 15.5
Controle 7 53.0

MEA 7 27.7143
Milho 7 22.0

Test statistic = 33.7702 P-Value = 0.0000190162

Method: 95.0 percent LSD

Meio Count Mean Homogeneous Groups
BDA 7 4.25 a

Completo 7 4.42857 a

Aveia 7 4.85714 ab

Milho 7 5.39286 ab

MEA 7 5.42857 ab

Arroz 7 6.39286 bc

Citros 7 7.71429 c

Controle 7 19.8571 d

ANALISE AO 21° DIA

Kruskal-Wallis Test for Col 21 dias

Meio Sample Size Average Rank
Arroz 6 26.75

Aveia 6 14.5

BDA 6 14.0
Completo 6 12.4167

MEA 6 24.5833
Milho 6 21.75
Testemunha 6 45.5

citros 6 36.5

Test statistic = 29.2929 P-Value = 0.00012793

Andlise aos 21 dias

Method: 95.0 percent LSD

Meio Count Mean Homogeneous Groups
Completo 6 4.45833 a

BDA 6 4.625 a

Aveia 6 4.70833 a

MEA 6 5.70833 a

Milho 6 6.20833 a

Arroz 6 6.625 a

citros 6 10.25 b

Testemunha 6 23.5833 ¢}
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APENDICE 6 — ESTATISTICA PARA DIAMETRO DA COLONIA AO 10° DIA

Summary Statistics for Didmetro

Meio Count Average Variance Standard deviation
Arroz 7 19.9286 7.47321 2.73372
Aveia 7 15.2143 8.82143 2.97009
BDA 7 22.5 1.60417 1.26656
Citros 7 18.3571 5.95536 2.44036
Completo 7 15.8929 1.83036 1.35291
MEA 7 14.4643 4.3006 2.07379
Milho 7 14.2143 12.3006 3.50722
Total 49 17.2245 13.8782 3.72535

Variance Check

Cochran's C test: 0.290892 P-Value = 0.297858
Bartlett's test: 1.25169 P-Value = 0.181265
Hartley's test: 7.6679

Levene's test: 1.34598 P-Value = 0.258733

APENDICE 6.1 — ANOVA PARA O DIAMETRO DA COLONIA DO ISOLADO
LGMF1254 AO 10° DIA EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 412.441 6 68.7402 11.38 0.0000
Within groups 253.714 42 6.04082

Total (Corr.) 666.156 48

APENDICE 6.2 — TESTE TUKEY PARA O DIAMETRO DA COLONIA DO ISOLADO
LGMF1254 AO 10° DIA EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

Multiple Range Tests for Didmetro by Meio de cultura

Method: 95.0 percent LSD

Meio de culturaCount Mean Homogeneous Groups
Milho 7 14.2143 X

MEA 7 14.4643 X

Aveia 7 15.2143 X

Completo 7 15.8929 XX

Citros 7 18.3571 XX

Arroz 7 19.9286 XX

BDA 7 22.5 X



APENDICE 6.3 — DADOS REFERENTES
ISOLADO LGMF1254 AO 14° DIA

Summary Statistics for Didmetro

Meio Count Average
Aveia 7 24.5

BDA 7 33.4643
MEA 7 21.8214
Milho 7 23.6071
citros 7 27.3929
completo 7 23.9643
Total 42 25.7917

Variance Check

Cochran's C test: 0.259101 P-Value = 0.864088
Bartlett's test: 1.10171 P-Value = 0.657683
Hartley's test: 4.18846

Levene's test: 0.562943 P-Value = 0.727624
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AO DIAMETRO DA COLONIA DO

Variance

Standard

deviation

APENDICE 6.4 - ANOVA PARA O DIAMETRO DA COLONIA DO ISOLADO
LGMF1254 AO 14° DIA EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio
Between groups 608.829 5 121.766 19.47
Within groups 225.161 36 6.25446

Total (Corr.) 833.99 41

APENDICE 6.5 — TESTE TUKEY PARA O DIAMETRO DA COLONIA DO
LGMF1254 AO 14° DIA EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

Multiple Range Tests for Dié&metro by Meio de cultura

Method: 95.0 percent LSD

Meio de cultura Count Mean

Milho 7 14.2143 X
MEA 7 14.4643 X
Aveia 7 15.2143 X
Completo 7 15.8929 XX
Citros 7 18.3571 XX
Arroz 7 19.9286 XX
BDA 7 22.5 X



APENDICE 6.6 ANALISE DA VARIANCIA REFERENTE A

116

DURACAO DO TRATAMENTO NA INIBICAO DE P. citricarpa

Analysis of Variance

Between groups
Within groups

Between groups
Within groups

Between groups
Within groups

APENDICE 7 — ESTATISTICA PARA DADOS DO TESTE DE FORMACAO

PICNIDIOS

Variance Check

Cochran's C test: 0.999983 P-Value = 0.
Bartlett's test: 123.02 P-Value = 0.0
Hartley's test: 60533.9

Levene's test: 17.9936 P-Value = 0.000

Sum of Squares Df Mean Square

0.161012 3 0.0536706

44.6457 23 1.94112
44.8067 26

Sum of Squares Df Mean Square

0.697388 3 0.232463

6.17946 23 0.268672
6.87685 26

Analysis of Variance

Sum of Squares Df Mean Square

0.119213 3 0.0397377

32.3021 23 1.40444
32.4213 26

Summary Statistics for Média

Tratamento

0

0108019

Average

INFLUENCIA DA
F-Ratio P-Value
0.03 0.9936
F-Ratio P-Value
0.87 0.4732
F-Ratio P-Value
0.03 0.9934

DE

Controle negativo
Controle positivo
Tratamento

0.0666667
215.334

71.8002

Maximum

Controle negativo
Controle positivo
Tratamento

0.666667
312.67
0.0

Variance Standard deviation
0.0444444 0.210819
2690.4 51.869

0.0 0.0

11491.1 107.197

Range Stnd. skewness
0.666667 4.08248

163.67 0.781559

0.0

312.67 2.22745
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APENDICE 7.1 — TESTE KRUSKAL-WALLIS PARA DADOS DO TESTE DE
FORMACAO DE PICNIDIOS

Tratamento Sample Size Average Rank
Controle negativo 10 11.0
Controle positivo 10 25.5
Tratamento 10 10.0

Test statistic = 26.0179 P-Value = 0.00000224021

APENDICE 7.2 - TESTE TUKEY PARA TESTE DE FORMACAO DE PICNIDIOS

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Tratamento Count Mean Homogeneous Groups----
Tratamento 10 0.0 X

Controle - 10 0.0666667 X

Controle + 10 215.334 X

APENDICE 8 - TESTE BINOMIAL DE FISHER NA VIABILIDADE DOS
FRAGMENTOS DE MICELIO DE P. citricarpa APOS O TESTE DE PICNIDIOS

TAMANHO DA AMOSTRA =30
NUMERO DE SINAIS POSITIVOS =29
NUMERO DE SINAIS NEGATIVOS =0
NUMERO DE ESCORES EMPATADOS =1

P (BINOMIAL) =0.0000
PODER DO TESTE =1.0000
EFICIENTE EM 97% (p< 0,0001)

0,05%

APENDICE 8 - TESTE DE LESAO INDUZIDA

Variance Check

Cochran's C test: 0.385485 P-Value = 0.415244
Bartlett's test: 1.13819 P-Value = 0.671062
Hartley's test: 4.38824

Levene's test: 0.425123 P-Value = 0.78869
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APENDICE 8.1 - ANOVA PARA DIAMETRO MEDIO DAS LESOES ENTRE
FRUTOS AMARELOS E VERDES DO GRUPO CONTROLE

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 85.3984 4 21.3496 6.33 0.0018
Within groups 67.4731 20 3.37366

Total (Corr.) 152.872 24

Multiple Range Tests for diametros by controles

Method: 95.0 percent Tukey HSD

controles Count Mean Homogeneous Groups
C2 vd 5 7.174 X
controle(8 5 7.932 X
controlelO 5 8.237 X
Controle 9 vd 5 10.234 XX
controle 07 5 12.262 X

APENDICE 8.2 - TESTE DE LESAO INDUZIDA - ANOVA ENTRE FRUTOS
AMARELOS E VERDES DO GRUPO TRATAMENTO

Variance Check

Cochran's C test: 0.479102 P-Value = 0.130976
Bartlett's test: 1.72549 P-Value = 0.0418254
Hartley's test: 21.9352

Levene's test: 1.68336 P-Value = 0.193258

Kruskal-Wallis Test for medias by trat

trat Sample Size Average Rank
t01 5 16.2

t10 5 11.4

t3 5 7.8

t6 5 17.2

t7 5 12.4

Test statistic = 5.33908 P-Value = 0.254241
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APENDICE 8.3 - ANOVA PARA DIAMETRO MEDIO DAS LESOES ENTRE GRUPO
CONTROLE E TRATAMENTO - TESTE DE LESAO INDUZIDA

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

QUADRO DE ANALISE

Fv GL SQ oM F
Tratamentos 1 46.77486 46.77486 7.6051 **
Residuo 33 202.96514 6.15046

Total 34 249.74000

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)

ns néo significativo (p >= .05)
GL GLR F-crit F o)
1 33 7.4722 7.6051 0.0094

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 6.14500 Db nr = 25

2 8.70400 a nr = 10

dms = 5.04119 x RaizQuadrd(l/nrl + 1/nr2)

Onde nrl e nr2 sdo os numeros de repetigdes de duas médias comparadas nr = numero de

repetic¢des do tratamento

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste t ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 6.87614 CV% = 36.07
Ponto médio = 6.34000

APEIN\IDICE 9 — VOLUME DISPONIVEL EM CADA RECIPIENTE PARA O TESTE DE
LESAO INDUZIDA EM FRUTOS

Fruto Altura do meio Didmetro raio Volume Volume Volume
cultura (cm) do fruto ocupado pelo | do disponivel (cm®)
(cm) meio de | fruto
cultura
1T 1.20 6.15 3.075 94.2 39.5876 561.512
3T 1.10 6.05 3.025 86.4 38.3106 570.639
6T 1.30 7.00 3.500 102.1 51.2867 541.963
7T 1.30 7.25 3.625 102.1 55.0154 538.235
10T 1.00 7.35 3.675 78.5 56.5436 560.256
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APENDICE 10 - RELACAO VOLUME DISPONIVEL E TAMANHO DA LESAO

FRUTO VOLUME OCUPADO MEDIA LESAO MM
T 538.2346 6.139
6T 541.9633 7.140
10T 560.2565 6.643
1T 561.5125 7.177
3T 570.6394 4.955

APENDICE 11 - TESTE MAN WITNEY PARA O TESTE COM FRUTOS
TENDENCIOSOS

HO: Amostra-1 = Amostra-2

Ao nivel de 5% de probabilidade
U = 74.00 Ukrit (5%) = 49.00
p-valor > 0.05 HO ndo rejeitada
As amostras ndo sdo diferentes

Ao nivel de 10% de probabilidade
U= 74.00 Ukrit (10%) = 55.00

p-valor > 0.10 HO ndo rejeitada
As amostras ndo sdo diferentes

APENDICE 12 - MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES UTILIZADAS

AGAR BATATA DEXTROSE (BDA)

Batatas 200g
Dextrose 209
Agar 159
Agua destilada 1000 mL

As batatas foram descascadas, cortadas em pequenos pedacos e cozidas em
500 mL de agua destilada por 20 a 30 minutos em forno de micro-ondas. Apos

filtracdo, a dextrose foi adicionada ao caldo resultante, completando-se com &agua
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destilada para 1000 mL. O pH foi ajustado para 5,8 ou 6,8 com HCl ou NaOH. Logo

apos adicionou-se o agar e autoclavou-se por 20 minutos a 1 atm.

MEIO COMPLETO - (AZEVEDO ; COSTA ,1973)

NaNO3 6,09
KH,PO, 159
MgS0,4.7H,0 0549
KCI 05¢9
FeSO, 0,01g
ZnS0, 0,01g
Glicose 10g
Peptona 2049
Extrato de levedura 20g
Caseina hidrolisada 159
Solucgédo de vitaminas 1,0 mL
H20 destilada g.s.p. 1000 mL
Agar 159

Todos os ingredientes exceto o agar, foram misturados em agua destilada sob
agitagcédo. O pH foi ajustado para 6,8 com HCl ou NaOH. Em seguida adicionou-se o
agar, foi autoclavado a 121 graus Celsius a 1 atm por 20 minutos e armazenado em

temperatura ambiente.

Solucéao de vitaminas

Acido p-aminobenzoéico 10 mg
Piridoxina 50 mg
Tiamina 10 mg
Acido nicotinico 100 mg
Biotina 0,2 mg
Riboflavina 100 mg

H.O 100 ml
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Aquecer em banho maria a 100° C por 15 minutos e resfriar. Adicionar 5 mL de
cloroférmio. Guardar ao abrigo da luz a 4° C.

MEIO CITROS (STRINGARI, 2009)

Folhas de Citros 28 ¢
Agar 159
Glicose 20 ¢
Agua destilada 1000 mL

As folhas foram autoclavadas em 800 mL de agua destilada. Em seguida o
liquido foi filtrado, adicionaram-se os demais ingredientes e completou-se o volume
para 1000 mL. Em seguida autoclavou-se a 1 atmosfera durante 20 minutos a 121°
C. O pH foi ajustado para 5,8 com NaOH 1 N.

MEIO MILHO (KURTZMAN; FEEL,1998)

Graos de milho triturado 42 g
Agua destilada 1000 ml
Agar 12 g

Cozeu-se o milho triturado em agua destilada em média temperatura por uma
hora. Filtrou-se e completou-se o volume para um litro. Adicionou-se o agar e

autoclavou-se por 20 minutos a 1 atm.

MEIO ARROZ (KURTZMAN; FEEL, 1998)

Graos de arroz 20 ¢
Agua destilada 1000 ml
Agar 2049

Cozeu-se 0 arroz em agua destilada durante 45 minutos. O volume foi filtrado
e o completado para 1 litro. Adicionou-se o0 agar e autoclavou-se por 20 minutos a 1

atm.
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MEIO AGAR-AVEIA (HOEKSTRA ; APTROOT, 1988)

Aveia em flocos 209
Agua destilada g.s.p. 1000 mL
Agar 159

A aveia foi adicionada em 1000 mL de agua destilada e aquecida por 20
minutos em forno microondas ou por duas horas em fogo baixo. A solucao foi filtrada
em gaze e o volume completado para 1000 mL. O pH foi ajustado para 5,8 com
NaOH 1N e o &gar acrescentado diretamente aos frascos. O meio foi autoclavado a

121°C, 1 atm, por 20 minutos e armazenado em temperatura ambiente.



