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RESUMO

Fungos endofiticos foram isolados dos hospedeiros tropicais milho (Zea mays L.)-e
soja (Glycine max (L.) Merril). Os fungos foram isolados de plantas originadas do campo e
de casa de vegetacdo, de diferentes 6rgdos vegetativos das plantas; folhas e colmos do
milho e folhas e hastes da soja e coletadas em diferentes 1dades aos 20 dias e aos 40 dias
apos a germinagdo das sementes. Foram isolados nove grupos de fungos do milho e
1solados oito grupos da soja. Os géneros encontrados foram: Colletotrichum sp., Fusarium
sp., Acremonium sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Mycelia sterilia, Beauveria sp.,
Paecilomyces sp. e fungos dematiaceos. Na soja ndo fo1 encontrado o género Beauveria sp..
Dentre estes fungos endofiticos dois importantes entomopatdgenos Beauveria sp. e
Paecilomyces sp. foram isolados em condigdes de campo e casa de vegetagdo. Foram
detectadas diferengas qualitativas e quantitativas entre os isolados de milho e soja e dentro
das culturas, em relagdo a micobiota de hospedeiros provenientes do campo em
comparagdo com os de casa de vegetagdo.

Palavras-chave: Fungos Endofiticos, Milho, Soja, Controle Biologico
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ABSTRACT

Endophytic fungi were isolated from two tropical host, maize and soybean. Fungal species
isolated from plants in the field and in the greenhouse, were found in different organs : the
leaves and stems of maize and leaves and stems of soybean. They were collected at twenty
days and forty days after seed germination. Were isolated nine groups the fungi of maize
ande eight groups of soybean. The genus founded were: Colletotrichum sp., Fusarium sp.,
Acremonium sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Mycelia sterilia, Beauveria sp.,
Paecilomyces sp. and dematiaceous fungi, but no Beauveria sp was found in soybean.
Among these endophytic fungi two important entomopathogenous Beauveria sp and
Paecilomyces sp. were isolated from the field and greenhouse plants. Qualitatives and
quantitatives differences were detected among these isolates of maize and soybean and
between these cultures in relation to the micobiota from field hosts when compared to
greenhouse hosts.

Kev-words: Endophytic Fungi, Maize, Soybean, Biological Control

\V1



1 INTRODUCAO

O controle natural e bioldgico vem se mostrando uma alternativa eficaz e viavel
no controle de pragas e doengas de plantas cultivadas sem agressdo ao ambiente. No
Brasil as pragas causam danos consideraveis e prejudicam boa parte da colheita devido
as extensas areas ocupadas por agricultura intensiva e boas condi¢des climaticas. Os
danos causados pelas pragas em plantas cultivadas sdo intensos e de dificil avaliagdo,
especialmente em regides tropicais e subtropicais (ROBBS, 1994).

A produgdo média do milho no Parana é uma das maiores do pais, cerca de 37 a
38 milhdes de toneladas, mas ainda assim estd muito aquém do potencial da cultura.
Varios fatores determinam essa situagdo. As pragas prejudicam o milho na fase de
plantula, reduzindo a densidade de semeadura, causam danos diretos e indiretos a
produgdo durante a fase vegetativa e reprodutiva e interferem na produtividade real
pelos danos aos grdos durante o armazenamento. A demanda por milho de melhor
qualidade e por rendimentos elevados para viabilizar a produgdo econdmica exige
adogdo de tecnologias avangadas. Neste contexto faz-se necessario o conhecimento
sobre a fauna associada a cultura do milho para evitar os danos causados pelas pragas
(GASSEN, 1996).

A cultura da soja, que ocupa o segundo lugar no pais, considerando-se a area
cultivada e a produtividade, ¢ de extrema importancia economica para o Estado do
Parana que ¢ um dos maiores produtores e para o Brasil, ndo somente em termos de
divisas (exportagdo), mas para alimentagio humana e animal (ROBBS e
BITTENCOURT, 1998).

A monocultura da soja, implantada como alternativa de exploragdo agricola,
desfavorece o eqiiilibrio do ambiente e favorece a explosdo populacional de pragas,
cuja agdo é responsavel pela perda de aproximadamente 30% da produtividade. A
cultura da soja esta sujeita ao ataque de insetos durante praticamente todo o seu ciclo.

A partir dos anos quarenta, o controle destes insetos tem sido feito,
principalmente, pelo uso de inseticidas quimicos, método eficiente em muitos casos.
Entretanto, o uso em larga escala desses produtos, realizado muitas vezes de maneira

inapropriada, tem levado a resisténcia genética dos insetos, a semelhanga do que tem



ocorrido com relagdo a resisténcia bacteriana aos antibidticos e dos fungos patogénicos
aos fungicidas.

Embora alguns desses produtos, como inseticidas e fungicidas visem,
respectivamente, ao controle de pragas e fungos fitopatogénicos, eles também sdo
responsaveis pela eliminagdo de espécies uteis, como insetos controladores de pragas e
microrganismos que desempenham um papel importante no ambiente, controlando o
crescimento ¢ a multiplicagdo de outros microrganismos € que, devido aos
desequilibrios surgidos, tomam-se patogenos. Um dos grupos mais afetados por essas
modificagdes antropogénicas é o dos endofitos, incluindo ai, principalmente, fungos e
bactérias. Microrganismos endofiticos sdo aqueles que habitam o interior de plantas,
principalmente folhas, ramos e caule, sem causar, aparentemente, qualquer dano ao
seu hospedeiro (AZEVEDO, 1998). Principalmente a partir dos anos 70, estes
organismos, até entdo considerados neutros, ou seja, ndo causavam beneficios nem
tampouco prejuizos as plantas, passaram a ser melhor estudados e concluiu-se que, em
varios casos analisados, desempenham importante papel na protegdo do hospedeiro
contra o ataque de predadores e patogenos.

Fungos entomopatogénicos bastante conhecidos e ja largamente empregados no
controle bioldgico de insetos pragas da agricultura sdo encontrados como endofitos.
Esse € o caso de Beauveria bassiana, encontrado como endofito no milho protegendo
o hospedeiro contra o ataque de insetos (BING e LEWIS, 1993). Muitos outros casos
sdo relatados, como pode ser apreciado na revisdo de BREEN (1994).

O controle bioldgico de insetos pelo emprego de endodfitos, embora esteja em
fase inicial, ¢ promissor, principalmente porque o uso da tecnologia do DNA
recombinante ou engenharia genética contribuiu para uma nova dimensdo ao processo.

A mmportéancia deste trabalho reside no fato que os trabalhos nessa promissora
linha de pesquisa sdo poucos e a grande maioria € realizada em condi¢des de clima
temperado, nos quais o problema de controle de pragas agricolas ndo ¢ tdo premente
como em culturas de clima tropical como o milho e a soja.

Sendo assim, objetivou-se, neste trabalho, o isolamento de fungos endofiticos

de plantas de campo e casa de vegetagdo de milho e soja com vistas a verificagdo da



sua incidéncia como potencial controladores de pragas e doencas, a purificagdo e
identifica¢do dos fungos isolados e a detec¢do de microrganismos entomopatogénicos

capazes de atuar no controle de pragas agricolas .



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Fungos endofiticos
2.1.1 Consideragdes gerais

Fungos endofiticos ocupam um nicho ecoldgico e exercem grande influéncia na
distribuicdo, ecologia, fisiologia e bioquimica das plantas. A maioria dos estudos com
estes fungos tem sido realizada em coniferas e angiospermas de regides temperadas e
somente recentemente a micobiota de ecossistemas tropicais tem sido investigada.

Fungos endofiticos sdo aqueles que vivem no interior das plantas, habitando, de
modo geral, suas partes aéreas, como folhas e caules, sem causar sintoma de doenga
(CARROLL, 1988; CLAY, 1988; PETRINI, 1991; ISAAC, 1992; WILSON, 1993;
PEREIRA, 1993; WENNSTROM 1994; GLIENKE, 1995; RIBEIRO, 1995;
WILSON, 1995; CHANWAY, 1996; LONGO, 1995; SOUZA, 1996; AZEVEDQ,
1998). Estes microrganismos vivem em uma associagdo que pode ser antagéOnica,
neutra ou mesmo benéfica para o hospedeiro, exibindo varios graus de
interdependéncia fisiologica e ecoldgica.

Todos os microrganismos que habitam, pelo menos durante um periodo de seu
ciclo vital, o interior de um vegetal podem ser considerados endofiticos. A distingdo
entre microrganismos endofiticos, epifiticos (que vivem na superficie das plantas) e
fitopatogénicos (responsaveis por doengas em plantas) € de cunho puramente didatico,
havendo uma gradagdo entre eles, o que dificulta a defini¢do de limites claros entre as
trés categorias (FOKKEMA e VAN DEN HEUVEL, 1986; ISAAC, 1992; REDLIN e
CARRIS, 1996 e AZEVEDO, 1998).

O termo endofitico foi utilizado inicialmente por BARY em 1866, citado por
STONE (1986) e foi aplicado a microbiota interna dos tecidos vegetais, em casos de
infec¢cdes assintomaticas ou ndo, e nos casos de interagdes antagonisticas ou
simbidticas. Em 1988, CARROLL utilizou o termo endofitico para organismos que
causam colonizagdes assintomaticas em folhas e ramos de plantas sadias, sendo
encontrados freqiientemente no interior das plantas.

Com o aumento das investigagdes na area e com as descobertas de diferentes



aspectos da interagdo dos fungos com os seus hospedeiros, PETRINI (1991) propos
para o termo endofitico uma maior abrangéncia, a fim de incluir todos os
microrganismos que habitam a parte aérea das plantas, que sdo capazes de colonizar,
em alguma fase de seu ciclo de vida, os tecidos internos dos vegetais sem causar dano
aparente.

O uso indiscriminado do termo endofitico tem causado certa confusdo. Segundo
SINCLAIR (1991), muitos fitopatogenos latentes sdo isolados do interior de tecidos
vegetais, mostrando dessa forma a dificuldade em se distinguir estes de endodfitos
verdadeiros, segundo a definigdo de PETRINI (1991). Algumas vezes a
patogenicidade esta relacionada com a fase sexual do fungo, neste caso, SINCLAIR
(1991), propds o termo endofito clavicipitaceo anamorfo, para o fungo mutualista, €
endofito clavicipitaceo teleomorfo para o patogénico.

Trabalhos de pesquisa sobre estes microrganismos, principalmente envolvendo
o isolamento ¢ caracterizagdo de fungos, sdo relativamente recentes, mas relatos sobre
a ocorréncia dos mesmos vém se acumulando, constatando-se sua existéncia nos mais
diversos vegetais (CARROLL e CARROLL, 1978; PETRINI, STONE e CARROLL,
1982; WHITE JR. e COLE, 1985; CLAY,1987 ¢ 1989; BERTONI e CABRAL, 1988,
CARROLL, 1988; CERKAUSKAS, 1988; JOHNSON ¢ WHITNEY, 1989, KINDEL,
ANDREWS e NORDHEIM, 1989, FISHER e PETRINI, 1990; RODRIGUES e
SAMUELS, 1990; SINCLAIR, 1991, FISHER, PETRINI e LAPPIN SCOTT, 1992,
MCCUTCHEON, CARROLL e SCHWAB, 1993; KOWALSKI ¢ SADLOWSK]I,
1993; PEREIRA, AZEVEDO e PETRINI, 1993; WHITE JR., MORGAN-JONES e
MORROW, 1993; SNETSELAAR e MIMS, 1994 , VIRET e PETRINI, 1994;
GLIENKE, 1995; LONGO, 1995; BILLS, REDLIN e CARRIS, 1996, KOWALSKI,
KEHR, REDLIN e CARRIS, 1996; MILES et al., 1998; RODRIGUES e SAMUELS,
1999; PENNA, 2000). Recentemente alguns trabalhos procuraram compreender um
pouco mais a interagdo de fungos endofiticos com seus hospedeiros. Exemplos sdo
citados por PETERS et al. (1998), que compararam a relagdo do endo6fito com o seu
hospedeiro e com plantas ndo hospedeiras e por PEREIRA, VIEIRA ¢ AZEVEDO

(1999), os quais estudaram a competicdo entre linhagens selvagens e mutantes



reintroduzidas na planta. Mais de 300 espécies de plantas, principalmente gramineas e
coniferas, foram relatadas como hospedeiras assintomaticas de fungos, e a analise
desses trabalhos revelou que os fungos endofiticos sdo, com poucas excegoes,
Ascomicetos, incluindo Loculoascomicetos, Discomicetos e Pirenomicetos
(CARROLL, 1988). Contudo, ha predominancia de uma ou poucas espécies de fungos
em um determinado hospedeiro, mostrando uma reduzida variabilidade na microbiota
micotica, sendo que a composi¢do das espécies pode variar em relagdo a espécie
vegetal e distribuicdo geografica dos hospedeiros, idade das plantas, condigdes
ecologicas e sazonais, incluindo altitude e precipitagdo anual (CARROLL e
CARROLL, 1978; CARROLL, 1988; WILSON, CLEMENTE e KAISER, 1991 e
AGOSTINI, TIMMER e MITCHELL, 1992). Segundo WHITE JR. e COLE (1985), a
presenca de endofitos em gramineas pode variar dentro de espécies de um mesmo

género de hospedeiro.

2.1.2 Isolamento de endofitos

A melhor maneira de se estudar os fungos endofiticos é o seu isolamento e
cultivo em laboratorio, com cuidados especiais para excluir os microrganismos que
vivem na superficie do hospedeiro, ou seja os epifiticos. O processo de esterilizagdo
por meio da desinfeccdo superficial, assim como os periodos de tempo necessarios
para tal, variam conforme o hospedeiro, e dependem basicamente da espessura da
cuticula e da epiderme dos tecidos (PEREIRA, AZEVEDO e PETRINI, 1993). Testes
preliminares devem ser feitos para determinagdo dos periodos de tempo ideais de
tratamento, que eliminem microrganismos epifiticos sem destruir os endodfitos
(PEREIRA, 1993; PEREIRA, AZEVEDO e PETRINI, 1993; SCHULTZ et al.,1993;
FISHER et al., 1994; AZEVEDO, 1998; BLANCO, 1999).

A presenga dos endofiticos tem sido demonstrada principalmente pelo
isolamento de fungos apds a esterilizagdo superficial dos tecidos para que sejam
excluidos os microrganismos que vivem na superficie do hospedeiro, ou seja, os

epifiticos e crescimento dos microrganismos em meio de cultura apropriado



(MCONIE, 1964; SPURR e WELTY, 1975; CARROLL e CARROLL, 1978;
PETRINI, STONE e CARROLL, 1982; JOHNSON e WHITNEY, 1989; FISHER ¢
PETRINI, 1990; LEUCHTMANN et al., 1992 ; PEREIRA, 1993; WHITE JR.,
MORGAN- JONES e MORROW, 1993; GLIENKE, 1995; BILLS, REDLIN e
CARRIS, 1996).

Segundo CARROLL (1986) e PETRINI (1986) ha varios trabalhos testando
métodos de esterilizagdo, e em alguns, o processo utilizado ndo € eficaz, permitindo o
1solamento de determinados saprofitas epifiticos, como Cladosporium spp., Alternaria
alternata (Fr.) Keissler, Auereobasidium pullulans (de Bary) Amaud, e Epicoccum
purpurascens Ehrh. Ex Schlect, apds a esterilizagdo da superficie das plantas, pois
segundo PETRINI (1986), ¢ possivel que alguns esporos ou fragmentos de hifas
possam sobreviver aos processos de esterilizagdo. Entretanto, SCHULZ et al., (1993)
demonstraram que os endoéfitos isolados de folhas esterilizadas externamente com
métodos baseados em solugdo de hipoclorito de sédio (NaOCl) ou em formaldeido,
eram morfologicamente diferentes dos epifiticos, mesmo quando pertencentes a
mesma espécie. Isolados 1dénticos aos epifiticos s6 foram encontrados quando apenas
etanol 50% foi utilizado para esterilizagdo externa das folhas.

CABRAL (1985) verificou que fungos que habitam a superficie externa das
folhas podem colonizar o interior de 6rgdos de plantas, principalmente quando ha um
decréscimo de espécies endofiticas apds o inicio do processo de senescéncia dos
tecidos. Tais fungos, denominados por PETRINI (1986) de enddfitos facultativos,
estdo relacionados com a decomposi¢io da matéria organica e s30 mais
freqiientemente isolados de tecidos velhos. Portanto, segundo AZEVEDO (1998)
alguns pontos importantes a serem considerados no isolamento de endoéfitos sdo a
idade da planta e dos orgdos utilizados, o local, a idade da planta na coleta, bem como
muitas vezes a necessidade de varias coletas para distinguir os reais endofitos dos
microrganismos epifiticos e até mesmo contaminantes.

Outros métodos para a detecgdo de endofitos tém sido também empregados.
WHITE JR. et al (1993) usando técnicas de coloragdo de microscopia oOtica,

detectaram a presenca de micélio no espago intercelular de folhas, sementes e talos, de



Festuca arundinaceae (graminea). WILSON et al. (1991), demonstraram a presenga
de hifas endofiticas em folhas e sementes de cinco espécies de Lolium, ¢ em 1985
WHITE JR. e COLE evidenciaram o crescimento intercelular de hifas em sementes de
F. arundinaceae e F. arizonica. Com o emprego da microscopia eletrénica de
varredura (MEV) e de transmissdo (MET), VIRET e PETRINI, em 1994, além de
detectar a presenga de hifas em folhas de Faia, também descreveram a cinética do
processo de colonizagdo pelo fungo endofitico Discula umbrinella. Métodos
sorologicos como ELISA, RIA, SRIA e SSEM, e técnicas de bioensaio, utilizando
paraquat (SINCLAIR, 1991; GINDRAT e PEZET,1994) ou testes bioldgicos com
afidios (CLEMENT et al., 1990 e WILSON et al.,1991), foram desenvolvidos e
meétodos envolvendo ndo sé a localizagdo, como também a quantificagdo, do enddfito

na planta tem sido empregados (HERD et al., 1997).

2.1.3 Relag@o com o hospedeiro

De acordo com BERNSTEIN e CARROLL (1977), a infecgdo interna de folhas
pode ser originada pela infecgdo sistémica de sementes e peciolos, por micélio de
fungos epifiticos que penetram na planta por aberturas naturais como raizes, estbmatos
e hidatodios, e também por aberturas causadas por insetos e até por estruturas de
fungos patogénicos como os apressorios, citados por SHERWOOD-PIKE, STONE e
CARROLL (1986) no sistema Rhabdocline-Pseudotsuga. A penetragdo ativa de
endofitos pode se dar pela produgdo de enzimas ou estruturas que facilitem a
penetragdo no hospedeiro (AZEVEDO, 1998).

Segundo WHITE JR. e COLE (1985) e CARROLL (1988), em gramineas como
Festuca sp. o endofito Acremonium sp. forma infecgdo sistémica e € transmitido de
uma geragdo para outra por meio de sementes do hospedeiro, sem a necessidade de
esporulagdo (CLAY,1988). Estes fungos foram denominados por CARROLL (1988)
de mutualistas obrigatorios (constitutivos); porém, na maioria das plantas, os endofitos
mutualistas facultativos (ndo sdo transmitidos via semente), propagam-se

aparentemente por meio de esporos, sendo dispersos principalmente pela chuva e



correntes de ar, podendo também a dispersio ocorrer através de propagulos
vegetativos de alguns hospedeiros. Estes fungos possuem uma associagdo muito menor
com o hospedeiro quando comparados aos mutualistas constitutivos, geralmente
vivendo em tecidos senescentes ou metabolicamente inativos, tais como o cortex ou
epiderme, e colonizando tecidos vitais somente quando o hospedeiro ¢ ferido ou
estressado por ataques de insetos ou patogenos (CARROLL, 1988 e MCCUTHEON,
CARROLL e SCHWAB, 1993).

Em gramineas, sdo encontrados os dois tipos de relagdo endofito-planta. Estes
endodfitos, pertencentes a familia Clavicipitaceae, sdo divididos em 3 grupos. A
maioria das espécies (incluindo todos com reprodugdo assexual) podem colonizar
sistemicamente a planta, a partir de sementes infectadas produzidas pela planta mae
(transmissdo vertical). Espécies desta familia com reprodugdo sexuada podem ser
transmitidas de uma planta infectada para uma planta vizinha ndo infectada
(transmissdo horizontal). Ja algumas espécies do fungo Epichloé podem ser
transmitidas por ambas as vias (SCHARDL e PHILLIPS, 1997). No Brasil, pela
primeira vez, foram isolados microrganismos endofiticos no interior de sementes de
erva-mate (PENNA, 2000), porém a maioria das plantas investigadas ndo possui
sementes infectadas por microrganismos endofiticos

A incidéncia de endofitos e a freqiiéncia de infecgdo variam grandemente de
acordo com a espécie hospedeira e a origem geografica da mesma. WHITE JR,
MORGAN-JONES e MORROW (1993), estudando a subfamilia Pooideae,
verificaram que 30% das espécies abrigavam endodfitos em niveis variados de infecgdo,
sendo o fungo Acremonium sp. isolado em maior freqiiéncia. Este fungo, quando
infecta outras subfamilias de gramineas, constitui-se um potente fitopatogeno. Este
fato, segundo os autores, sugere uma relagdo coevolutiva entre a subfamilia Pooideae,
e o fungo Acremonium sp.. Os autores sugerem uma classifica¢do desse endofito em
trés categorias, dependendo do grau com que formam estroma (regido produtora de
conidios € ascdsporos) na populagdo desta forrageira. Desta forma, quando estromas
sdo formados em todos os individuos infectados, de modo que a reprodugdo sexual

dessas plantas ¢ completamente suprimida, estes endofitos sdo considerados patdgenos
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(tipo I) e crescem rapidamente em todos os meios de cultura. Segundo CLAY (1989),
estes fungos sdo agentes potenciais de biocontrole em plantas perenes, podendo
inclusive induzi-las a expandirem-se vegetativamente.

Quando estromas sdo formados em uma fragdo da populagdo infectada,
causando pequena esterilizacdo na populacdo, de forma que o fungo possa ser
transmitido pela semente do hospedeiro, estes endofitos pertencem ao tipo I
Endoéfitos isolados deste tipo de infecgdo apresentam uma variabilidade consideravel
na taxa de crescimento. Ja os enddfitos do tipo III ndo formam estromas nas plantas
infectadas, sendo transmitidos exclusivamente pela penetragdo no embrido da semente,
e crescem vagarosamente em meio de cultura. Segundo WHITE JR.,, MORGAN-
JONES e MORROW (1993), ndo ha qualquer evidéncia de que este tipo de infec¢do
seja detrimental para a planta, e o endofito neste caso, ndo pode ser considerado um
patogeno. A formacdo do estroma parece estar relacionada com a capacidade deste
fungo em utilizar o agucar disponivel na planta, no momento da formagéo do estroma.

VIRET e PETRINI (1994), com o auxilio da microscopia de luz e da eletronica
(MEV e MET), detectaram a presenga de fungos no interior dos hospedeiros e
mostraram a localiza¢do e o processo de penetragdo dos endofitos nas plantas. CLAY
(1987) verificou a presenga de hifas dos fungos Acremonium lolli e A. coenophialum
(atualmente designado de Neothyphodium coenophialum) no espago intercelular da
regido meristematica, no mesofilo das folhas, no cermne da inflorescéncia na semente,
mas ndo encontrou hifas no interior das células. JOHNSON e WHITNEY (1989)
também verificaram a presenga de hifas no espago intercelular e aderidas na parede
externa de células do parénquima, porém nenhuma hifa no espago intracelular foi
observada. WILSON, CLEMENTE e KAISER (1991) demonstraram a presenga de
hifas endofiticas em folhas e sementes de cinco espécies de Lolium, e WHITE JR. e
COLE (1985) observaram o crescimento intracelular de hifas em sementes de F.
arundinaceae e F. arizonica. WHITE JR., MORGAN-JONES e MORROW (1993)
usando técnicas de coloragdo e microscopia Otica, detectaram a presenga de micélio no
espago intercelular de folhas, sementes e talos da graminea Festuca arundinaceae .

STONE em 1988 verificou a presenga de hifas de Phyllosticta abientina,
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formando limitada infec¢do no mesofilo de Douglas fir e Abies spp que sdo originadas
de penetragdo entre células epidérmicas. FISHER et al., (1994) relatou que
Phyllosticta concentrica coloniza espinhos de Taxus brevifolia de forma subcuticular
sem colonizar tecidos internos. A coloniza¢do de enddfitos em outros hospedeiros €
muito mais limitada quando comparada a extensa colonizagdo de endoéfitos
clavicipitaiceos em gramineas. Esses fungos endofiticos geralmente causam infec¢do
restrita, € ndo sistémica em tecidos sadios e sdo transmitidos a outros hospedeiros por
meio de seus esporos. Parece haver predominancia de uma ou poucas espécies de
fungos em um determinado hospedeiro, mostrando uma reduzida variabilidade na flora
micodtica, sendo que a composigdo das espécies pode variar em relagdo a espécie e
distribuigdo geografica dos hospedeiros, idade das plantas, condigdes ecoldgicas e
sazonais, incluindo altitude e precipitagdo anual (CARROLL e CARROLL, 1978;
WILSON, CLEMENTE e KAISER, 1991; AGOSTINI, TIMMER e MITCHELL,
1992; AZEVEDO, 1998).

Segundo WHITE JR. e COLE (1985), a presenca de endéfitos em gramineas
pode variar dentro de espécies de um mesmo hospedeiro. Nestes hospedeiros também
¢ encontrada uma grande variabilidade genética entre isolados endofiticos da mesma
especie. Tal variabilidade foi encontrada em isolados do fungo Guignardia citricarpa,
obtidos de plantas citricas (GLIENKE, 1995), em isolados de banana (LONGO, 1995)
e também de milho (RIBEIRO, 1995 e SOUZA, 1996).

Estudando a colonizagdo de folhas de faia (Fagus sylvatica) pelo fungo D.
umbrinella, VIRET e PETRINI (1994) propuseram a existéncia de duas fases na
infecgdo desse endofito. Inicialmente ocorre a formagdo de apressorio e digestdo
enzimatica da cuticula e das células da epiderme no hospedeiro durante o processo de
penetragdo da hifa. Apds a infecgdo, o fungo permanece latente ao nivel subcuticular
ou subepidérmico, por um periodo que pode variar entre 48 horas a varios dias. O
enddfito coloniza o espago intercelular do mesofilo, no qual pode formar uma
associagdo neutra e transitoria com o hospedeiro. Na segunda fase de infecgdo, o fungo
D. umbrinella cresce intracelularmente, podendo formar haustérios, o que geralmente

resulta na morte prematura das células infectadas, como ja verificado para R. parkeri
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por STONE (1988). Isso permite, segundo VIRET e PETRINI (1994), diferenciar os
fungos endofiticos ndo clavicipitaceos dos organismos biotréficos verdadeiros (que
crescem em outros organismos em intima associagdo com seu citoplasma).

Tanto em D. umbrinella como em R. parkeri, falta a estrutura caracteristica
(colarinho) da maioria dos fungos que formam haustdrios, o que foi interpretado por
STONE (1988), como atestado da natureza transitoria da fase biotréfica na simbiose
endofitica. Além disso, eles sdo diferentes dos endofitos sist€émicos de gramineas, por
apresentarem uma distribui¢do limitada no tecido dos hospedeiro durante a fase
endofitica, espalhando-se somente na senescéncia do hospedeiro ou sob condigdes de
estresse deste. Segundo VIRET e PETRINI (1994) a notavel semelhanga na penetragdo
do hospedeiro pelos endodfitos ndo clavicipitaceos de diferentes hospedeiros, indica
que estes fungos formam um compacto grupo com semelhantes requisitos ecologicos e
fisiolégicos, o que permite distingui-los claramente dos seus sdsias clavicipitaceos.

A presenga de fungos endofiticos tem sido demonstrada em trigo, cevada, milho
e arroz (FISHER, PETRINI e LAPPIN SCOTT, 1992). Estes autores investigaram as
populacdes de bactérias e de fungos no colmo de milho e também avaliaram a
especificidade entre a populacdo de fungos endofiticos e os tecidos da planta, bem
como as diferentes sementes usadas no plantio para investigagdo do potencial de
transmissdo via semente. Os resultados encontrados indicam que das 23 espécies de
fungos isolados, onze tém uma importancia relativa, mais de 10% foram isolados do
cerne, 13% da epiderme e somente 8% das folhas. O modelo de distribuigcdo
quantitativa foi similar no cerne, epiderme e colmo do milho. O maior numero de
espécies de fungos foi encontrado no ceme, na epiderme € no colmo que nas folhas,
talvez devido ao pequeno tamanho da amostra investigada para folhas. Em relagdo as
sementes, ndo foram encontrados fungos em sementes novas do milho, com um grande
contraste na freqiiéncia de colonizagio observada em sementes da colheita usadas para
plantio.

MILLER e ROY (1982), estudando a micobiota de folhas, vagens e sementes de
soja no Mississipi, isolaram 60 géneros de fungos durante duas estagdes de

crescimento. A incidéncia de fungos variou anualmente em parte devido a diferengas



na precipitacdo. Alguns dos fungos mais freqiientemente isolados, em ordem de
predominancia, foram Alternaria alternata, Diaporthe phaseolorum var. sojae, e
Phoma spp. de folhas; D. phaseolorum var. sojae, A. alternata, e Fusarium spp. de
vagens; e Fusarium spp.; D. phaseolorum var. sojae, € A. alternata de sementes.

Embora as interagdes entre vegetais e endofitos, na maioria dos casos ainda ndo
sejam bem esclarecidas, tem sido verificado que os endofitos apresentam uma relagdo
que pode ser mutualistica, antagonistica ou neutra com o hospedeiro. Em alguns casos
foram encontradas intera¢des que levam a um melhor desempenho das plantas com
aumento de area foliar e maior nimero de ramifica¢des, maior tolerancia ao ataque de
insetos, resisténcia a doengas e parasitas, resisténcia a nematoides e antiherbivoria pela
produgdo de toxinas.

FISHER e PETRINI (1990) isolaram Melanconium apiocarpum Link e
Cryptosporiopsis sp., exclusivamente da casca de A/nus glutinosa, e ndo do xilema,
sugerindo assim uma especificidade a nivel de tecidos. Nestes casos a analise de
agrupamentos mostrou que os diferentes orgdos e tecidos das plantas examinadas
podiam ser separados com base em seus fungos endofiticos, apoiando a hipotese de
CARROLL (1988) de que alguns enddfitos tém sofrido coevolugdo com seus
hospedeiros. Esta especificidade s6 foi demonstrada nos tecidos da parte aérea da
planta, pois os fungos isolados das raizes eram habitantes comuns do solo e da
rizosfera.

Um exemplo de estrita especificidade entre hospedeiro é o fungo endofitico R.
parkeri que foi encontrado por CARROLL (1988) somente no “pinheiro
Douglas”(Pinaceae) e em nenhuma outra conifera simpatrica na Costa Noroeste dos
EUA. Outras observagdes foram feitas, indicando que alguns fungos sdo muito
seletivos, sendo limitados a um ou poucos hospedeiros intimamente relacionados
taxonomicamente (PETRINI e FISHER, 1990 e FISHER e PETRINI, 1990).

PETRINIL, STONE e CARROLL (1982) verificaram um padrdo de dominancia
de espécies em que o endofito encontrado com maior freqiiéncia em uma determinada
espécie vegetal era isolado menos freqiientemente de outros hospedeiros. Por outro

lado, os endofitos encontrados com menor freqi€ncia em uma planta pareciam ser
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menos especificos, isto €, eram isolados em um amplo espectro de hospedeiros, mas
com baixa freqiiéncia.

PEREIRA, AZEVEDO e PETRINI (1993), por exemplo citam os fungos
Colletotrichum sp. e Xylaria sp como enddfitos comuns em hospedeiros tropicais, nao
sendo encontrados nestes um padrdo de dominancia.

No género Colletotrichum sdo encontradas muitas espécies que juntas infectam
todas as principais espécies de plantas agricolas. As espécies deste género variam
grandemente no espectro de hospedeiros, sendo que algumas causam doengas em uma
linica espécie vegetal enquanto outras afetam mais do que 50 hospedeiros diferentes.

A infecgdo latente de plantas por patogenos tem sido reconhecida ha muitos
anos e ¢ freqiientemente considerada como um dos mais altos niveis de parasitismo,
uma vez que o hospedeiro e o parasita coexistem com um minimo dano ao hospedeiro.
AGRIOS (1988) definiu infecgdo latente como o estagio em que um hospedeiro €
infectado com um patdgeno mas ndo apresenta sintomas de doenga, e persiste até que
sinais ou sintomas aparegam por condi¢des nutricionais ou pelo estagio de maturidade
do hospedeiro ou do patéogeno (CERKAUSKAS, 1988; AGOSTINI, TIMMER E
MITCHELL, 1992; VIRET e PETRINI, 1994).

CARROLL (1988) afirmou que, na agricultura, a distingdo entre patdgenos
latentes e certos endofitos € confusa. Os fungos que causam infecg¢des latentes sdo
responsaveis por podriddo e perda da producdo pos-colheita. Muitos patogenos de
folhas, que infectam o hospedeiro logo que as folhas emergem, somente irdo causar
lesoes meses mais tarde. O equilibrio entre enddéfitos e hospedeiros pode ser rompido
com o intensivo uso de defensivos agricolas, favorecendo determinados endofitos a se
tornarem possiveis patogenos.

-Segundo SINCLAIR (1991), a infecgdo latente pode ser reconhecida como um
tipo de tolerdncia ou resisténcia a certos patogenos, onde o parasita encontra o
ambiente improprio para crescimento e multiplicagdo, e resulta de um processo de
coevolugdo entre plantas e patdgenos. Tal coevolugdo permitiria a maior acumulagéo
de resisténcia e aptiddo génica no hospedeiro a varios parasitas, onde a alta

susceptibilidade individual de plantas e a alta viruléncia dos patégenos seriam
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eliminadas no inicio do processo evolutivo. Este tipo de infec¢do ¢ importante na
epidemiologia, controle de doengas de plantas e também na obtencdo de resisténcia ou
tolerancia a um patogeno.

Segundo RODRIGUEZ ¢ REDMAN (1997), fungos endofiticos ndo induzem
sintomas significativos de doen¢a mas mantém os mecanismos bioquimicos e
genéticos necessarios para a infecg¢do e a colonizagdo de plantas hospedeiras. Segundo
os autores, ha quatro classes de fungos endofiticos de acordo com o comportamento no
tecido vegetal: 1) fungos que crescem ativamente no tecido do hospedeiro, resultando
em extensa colonizagdo (WHITE JR. e MORROW, 1990); 2) fungos que crescem
ativamente no hospedeiro mas apenas colonizam areas limitadas do tecido vegetal; 3)
fungos que crescem muito mal no hospedeiro, em fungfo de respostas destes, ficando
quiescentes até a senescéncia do hospedeiro; 4) fungos que crescem muito mal no
hospedeiro, mas permanecem metabolicamente ativos.

Rotineiramente a identificagdo de fungos endofiticos envolve esterilizagdo
superficial de tecidos hospedeiros. Porém, isto ndo define a extensdo de colonizagdo
do tecido ou a atividade metabdlica do endéfito. Independente do tipo de classe,
qualquer endéfito pode manter suas bases bioquimicas e genéticas necessarias para
infectar tecidos vegetais. A principal diferenga entre classes € que o fungo que
coloniza extensivamente o hospedeiro evita ou € imune ao sistema de defesa da planta.
Assim, tais fungos sdo funcionalmente equivalentes aos patégenos com interagdo
compativel com o hospedeiro (que desenvolvem a doenga) mas ndo induzem sintomas
de doenga. Por outro lado, os tipos 3 e 4 sdo idénticos funcionalmente aos patdogenos
que mantém uma interagd0 incompativel com o hospedeiro (RODRIGUEZ e
REDMAN, 1997).

Diversas espécies de Colletotrichum sp. sdo consideradas patogenos latentes
porque induzem lesdes em tecidos vegetais senescentes. E possivel que os patogenos
latentes estejam atualmente em estagios evolutivos transitérios entre patogenos
virulentos e aqueles endofitos ou saprofitos. Por outro lado, patégenos latentes podem
ser saprofitos sofisticados que desenvolveram um mecanismo para evitar competigdo

no solo, colonizando parcialmente tecidos vegetais antes da senescéncia do
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hospedeiro. Na verdade, a colonizagdo restrita do hospedeiro antes da senescéncia
deste pode ter pouco ou nenhum impacto no desempenho do hospedeiro. Este tipo de
interagdo pode favorecer significativamente o patdgeno latente na competigdo com
fungos saprofiticos que sdo incapazes de colonizar tecidos vegetais ndo senescentes.

Em gramineas, algumas vezes a patogenicidade esta relacionada com a fase
sexual de fungos pertencentes a familia Clavicipitaceae. Neste caso, SINCLAIR
propds em 1991, o termo endoéfito clavicipitdceo anamorfo, para o fungo mutualista, e
endofito clavicipiticeo teleomorfo para o patogénico. Na graminea Festuca
arundinaceae var. genuina Scheb., BACON et al. (1977) encontraram um fungo
endofitico muito semelhante ao patdégeno Epiclhloé typhina. STONE (1986) relatou
que na "pior das hipoteses” os endofitos sdo parasitas fracos que ocorrem naturalmente
em tecidos senilizados, citando como exemplo Phomopsis sojae Lehm., encontrado em
tecidos sadios de Glycine max.

Alguns fungos sdo capazes de expressar todos os estilos de vida, como por
exemplo Colletotrichum sp. magna. Tal espécie € patogénica em variedades de
curcubitaceas, mas € saprofitica em material vegetal e endofitica em tomate
(FREEMAN e RODRIGUEZ, 1993).

Sendo assim, quando microrganismos endofiticos sdo isolados, pode-se estar
isolando também patdgenos latentes destes hospedeiros. Segundo AZEVEDO (1998),
¢ muito dificil estabelecer um limite entre microrganismos endofiticos e patogénicos
latentes, porque muitos enddfitos sdo estreitamente relacionados com patogenos. Tal
situagdo foi relatada por GLIENKE (1995) que isolou a forma endofitica do fungo
Guignardia citricarpa, conhecido como patégeno de citros e também detectou a

existéncia de duas populagdes geneticamente diferentes (BLANCO, 1999).

2.1.3.1 Endéfitos e controle biologico de insetos

No inicio da década de 80 comegaram a surgir na literatura especializada, casos
evidenciando o importante papel desempenhado pelos microrganismos endofiticos, no

caso fungos, sobre suas plantas hospedeiras. Foi demonstrado que a existéncia de um
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ou mais desses microrganismos podia ocasionar a redugdo do ataque de insetos nos
seus hospedeiros vegetais. Relatos pioneiros sobre o assunto comecaram a surgir a
partir de 1981. Nessa fase, de 1981 até 1985, que ja pode ser considerada histérica
dentro da area, demonstrou-se a existéncia de uma protegdo nas plantas contra insetos
herbivoros, ocasionada por microrganismos endofiticos. Comegaram a ser
pesquisadas, também, as causas dessa protecdo € as variaveis envolvidas no processo.

WEBBER (1981) foi talvez o primeiro a relatar um exemplo de protegdo
vegetal por fungo endofitico, demonstrando que o endéfito Phomopsis oblonga
protegia plantas de olmeiro contra besouros da espécie Physocnemum brevilineum.
Essa protegdo, por sua vez, evitava a transmissdo de fitopatdgenos, pois o inseto
atuava como vetor do fungo Ceratocystis ulmi, que causa doenga em olmeiro. O autor
associou os efeitos no inseto-praga a compostos toxicos produzidos pelo fungo
endofitico, o que foi comprovado anos mais tarde por CLAYDON, GROVE e POPLE
(1985), que também mostraram que endoéfitos da familia Xylariaceae sdo produtores
de metabolitos secundarios que afetam larvas do besouro, em hospedeiros vegetais do
geénero Fagus.

FUNK et al. (1983) observaram fungos protegendo a graminea de clima
temperado azevém ou raigras (Lolium perenne) contra lagartas de gramados;
entretanto, GAYNOR e HUNT (1983), mostraram que, em varias espécies dessa
mesma graminea, o ataque por larvas do inseto Listronotus bonariensis é maior em
plantas com altos niveis de interagdo por fungos endofiticos. Esses ultimos autores
mostraram também que essas associagdes podem ser complexas, pois niveis de
fertilizagdo nitrogenada no solo afetam a incidéncia de ataque de insetos. Com os
mesmos insetos e plantas, na Nova Zelandia, BARKER et al.(1984) ¢ PRESTIDGE,
ZIPP e BADAN (1984) evidenciaram que plantas que ndo possuiam fungos
endofiticos do género Acremonium (atualmente classificado como pertencente ao
género Neotyphodium), eram severamente atacadas.

LASOTA, WALDVOGEL e SHETLAR (1983) ja haviam correlacionado na
planta Picea glauca (uma espécie de pinheiro) a mortalidade do inseto homoptero da

espécie Adelgis abietis, com a infec¢do das galhas pelo fungo endofitico Cladosporium
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sphaerosperum.

Em gramineas como L. perenne e também em ciperaceas do género Cyperus,
ganho de peso e sobrevivéncia do inseto-praga Spodoptera frugiperda foram afetados
por fungos endofiticos, como Balansia cyperi (CLAY, HARDY e HAMMOND, 1985
a; 1985 b; HARDY, CLAY e HAMMOND, 1985). Estudos com relagdo a esse inseto
afetando diferentes espécies de Lolium foram também conduzidos por LATCH, HUNT
e MUSGRAVE (1985b) com dois fungos endofiticos: o Acremonium lolii e outro
género Gliocadium;, os autores discutem os beneficios e riscos decorrentes do aumento
de produgdo dessas toxinas no controle de insetos € danos sobre animais domésticos
que se alimentam dessas plantas. Foi verificado que Acremonium também afetava
afideos nas gramineas forrageiras dos géneros Lolium e Festuca (LATCH,
CHRISTENSEN e GAYNOR, 1985a).

AHMAD et al. (1985) verficaram efeitos semelhantes do mesmo fungo no grilo
Acheta domesticus JOHNSON et al. (1985) em testes de escolha com plantas
infectadas ou ndo com endoéfitos, mostraram em Festuca que 0s insetos eram como que
repelidos por plantas infectadas. CARROLL (1986), BREEN (1993a, 1993b) e
CARROLL (1995), descreveram o fungo endofitico Rhabdocline parkeri, que é o mais
freqiiente em abeto ou Pinheiro de Douglas, como controlador de galhas causadas por
larvas de insetos do género Contarinia, nesse caso o controle era feito por toxinas
produzidas pelo fungo, atuando no inseto-praga.
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