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Resumo

O reino vegetal é colonizado por uma diversidade de microrganismos endofiticos,
principalmente bactérias e fungos, os quais estabelecem relacdes nao patogénicas com
seus hospedeiros. Quando benéficas tais associacoes podem estimular o crescimento
das plantas, aumentar a resisténcia a doencas e as condicdes adversas do ambiente,
como estresse hidrico. Relatos dessas caracteristicas inerentes aos enddfitas
despertaram o interesse da comunidade cientifica, que passou a estudar meios de
inserir isolados previamente selecionados, no sistema de producéo agricola. Assim,
nas Ultimas décadas intensificaram-se os trabalhos buscando microrganismos
endofiticos com capacidade de promoverem o crescimento de culturas agrondmicas e
de atuarem como agentes de biocontrole de fitopatdgenos, estudando os possiveis
mecanismos envolvidos nessas interacdes com as plantas, e formas de preservacao e
de aplicacao dos isolados no campo. No presente trabalho 217 bactérias e 17 fungos
endofiticos de cafeeiro foram testados em discos de folhas e, os de melhor
desempenho, em mudas de cafeeiro ‘Mundo Novo’, para o controle de Hemileia
vastatrix. As bactérias endofiticas 3F e 119G destacaram-se proporcionando reducao
da severidade da ferrugem em torno de 85%. Estudando os possiveis mecanismos de
controle envolvidos, encontrou-se aumento da atividade de peroxidase em mudas de
cafeeiro tratadas com as endéfitas em questdo. As mesmas bactérias inibiram também
a germinacdo de urediniosporos em testes in vitro. Alguns isolados, porém,
aumentaram a suscetibilidade do hospedeiro ao ataque do patégeno.
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Endophytic Microorganisms:
biological aspects and potential
of biological control of Hemileia
vastatrix, causal agent of coffee

leaf rust

Abstract

Plants are capable of hosting a great diversity of endophytic bacteria and fungi
that cause no apparent harm to the host and can be considered to be either
mutualistic or neutral symbionts. Interactions between plants and beneficial
microorganisms can have a profound effect on crop health and yield, increasing the
plant growth, the disease resistance and adaptation to the environmental changes,
such as hidric stress. Reports on these characteristics, related to endophytes,
have encouraged the scientific community to study these organisms in agricultural
systems. Thus, in the last decades, the researches have focused on bioprospecting
endophytic microorganisms for plant growth promotion and for biocontrol of plant
pathogens, studying mainly the mechanisms involved in these interactions,
biodiversity and applications. In this paper, 217 bacteria and 17 fungi isolated of
coffee were tested in coffee plant ‘Mundo Novo' for their activity against Hemileia
vastatrix, causal agent of coffee leaf rust. Two endophytic bacteria (13 Fand 119
G) significantly reduced the rust severity in 85%. The mechanism by which
beneficial effect occurred show to be increased activity of peroxidase in seedlings
treated with these bacterial strains. These bacteria inhibited in vitro the
urediniospores germination. Some strains, however, increased the host
susceptibility to the pathogens.
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Introducéao

Os primeiros relatos da presenca de fungos e bactérias no interior de tecidos de
plantas datam do final do século XIX. Mundt e Hinkle (1976) citam que um
pesquisador chamado Fernbach, em 1888, detectou a presenca de células
bacterianas no interior de tecidos de tomate, cenoura e beterraba acucareira.
Segundo Vogl, citado por White Jr. et al. (1996), em 1898 foi detectado um
fungo endofitico em sementes de Lolium temulentum L. Esta descoberta
desencadeou uma série de estudos por varios pesquisadores da época sobre novos
fungos, principalmente ascomicetos, vivendo no interior de gramineas sem,
contudo, causar qualquer dano aparente.

Trabalhos mais direcionados ao tema comecaram a aparecer em numero
consideravel a partir de 1940, com muitos relatos sobre microrganismos isolados
de tecidos vegetais sadios, principalmente bactérias. Nas ultimas duas décadas, a
pesquisa tem focado, na maioria dos estudos, aos efeitos benéficos que a
aplicacao dos enddéfitas nas plantas pode gerar, como por exemplo o aumento da
producdo e a reducdo da severidade de varias doencas. Também ha muitos
estudos versando sobre a biodiversidade e plantas servindo como reservatoério de
material genético, abrigando microrganismos endofiticos (BACON & WHITE,
2000; CHEN et al., 1995; CLAY, 1990; KOWALSKI & SADLOVSKI, 1993;
McINROY & KLOEPPER, 1995).

O termo endéfita foi cunhado por Perotti, em 1926, em um trabalho pioneiro
sobre interagGes plantas-microrganismos, ao observar a presenca de bactérias em
tecidos corticais de raizes de plantas sadias (HALLMANN et al., 1997).
Atualmente, ha diferentes conceitos para o termo, com relacao a fungos e
bactérias. Alguns autores consideram a necessidade de uma relacdao de
endosimbiose do endéfita com a planta para considera-lo como um endofitico
(QUISPEL, 1992). Para Kado (1992), bactérias endofiticas sdo aquelas que
residem dentro de tecidos vivos de plantas, sem causar prejuizos aparentes, tendo
como beneficio apenas sua protecao. Estes conceitos sao restritivos, excluindo a
possibilidade de uma relacao de neutralidade ou de simbiose, no caso da primeira e
segunda definicdo, respectivamente. Conceitualmente, pode-se adotar que
enddéfitas sdo microrganismos que podem ser isolados de material vegetal
desinfestado superficialmente, e que nao causa danos a planta. Assim, podem
estar incluidos como microrganismos endofiticos colonizadores tanto com
comportamento neutro como simbiontes, e ainda aqueles que transitam entre
colonizando ora endofiticamente ora como epifitas (AZEVEDO, 1999).
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Diversidade de Microrganismos
Endofiticos

Dos microrganismos encontrados em associacdes endofiticas com plantas as
bactérias sdo as mais freqlientes. Por exemplo, Mclnroy e Kloepper (1995)
estudaram a diversidade de bactérias endofiticas em associacao com raizes e caules
de milho e algodao no estado do Alabama, EUA. Os autores obtiveram isolados de
36 géneros, sendo que desses, 70,5% pertencentes a Enterobacter, Bacillus,
Methylobacterium, Agrobacterium, Serratia, Acinetobacter, Arthrobacter e
Pseudomonas. Estudando plantas assintomaticas de algodao (Gossypium
hirsutum), Misaghi e Donndelinger (1990) isolaram seis espécies de bactérias,
Erwinia sp., Bacillus pumilus, Bacillus brevis, Bacillus sp., Clavibacter sp. e
Xanthomonas sp., que segundo os autores nao interferiam no crescimento da
planta. Bell et al. (1995a), estudando a diversidade e a natureza de bactérias
residentes em xilema de videira (Vitis vinifera), na Nova Escdcia, Canad4,
verificaram que 78% dos isolamentos obtidos foram Gram-negativos, com
predominancia dos géneros Pseudomonas e Enterobacter. Sturz et al. (1997)
identificaram 31 espécies pertencentes a 14 géneros distintos de bactérias
endofiticas em associacdo com folhas, raizes e nédulos de trevo vermelho
(Trifolium pratense L.). Segundo os autores, Pantoea agglomerans foi a espécie
mais comum como enddéfita na parte aérea (59,6%); Bradirhyzobium sp. mais
comum em nédulos e Agrobacterium rhizogenes em raizes.

De maneira geral, o grupo mais comum de bactérias endofiticas isoladas de
tecidos vegetais é composto por Pseudomonadaceae (Pseudomonas, Burkholderia,
Phyllobacterium) e por Enterobacteriaceae (Enterobacter, Erwinia, Klebsiella)
(HALLMANN et al., 1997). Deve-se lembrar que os exemplos aqui relatados
referem-se as plantas cultivadas em paises do hemisfério norte. E possivel que, em
paises tropicais como o Brasil, a diversidade de bactérias endofiticas em
associacao com plantas seja ainda maior e, possivelmente, com predominancia de
outros grupos de microrganismos.

Em estudos sobre a biodiversidade de microrganismos endofiticos realizados
pela equipe do Laboratério de Microbiologia Ambiental, da Embrapa Meio
Ambiente, dentre actinomicetos e bactérias, encontraram-se isolados pertencentes
a mais de 20 géneros, além dos supracitados. Acinetobacter, Ralstonia, Nocardia,
Cedecea, Stenotrophomonas e Amphibacillus sdo alguns exemplos.

A maioria dos fungos endofiticos é biotréfico mutualista (BACON et al., 1997),
e 0s mais comuns pertencem aos géneros Neotyphodium, Balansia, Epichloe e
Myriogenospora. Estes fungos sdo associados com centenas de espécies vegetais,
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e embora alguns possuam uma restrita associacao com diversos tipos de gramas,
outros sdao encontrados em muitas espécies de plantas (BACON & HINTON,
2002). Arnold et al. (2000), estudando a diversidade de fungos endofiticos em
plantas de florestas do Panam4, isolaram 418 morfoespécies, que segundo os
autores sdo compostos majoritariamente por ascomicetos. Estima-se que apenas
10% dos fungos do planeta estdo classificados, e que a grande fonte destes
microrganismos certamente sdo os vegetais. E de se esperar que muito ainda
precise ser investigado a respeito das espécies endofiticas no mundo.

Endofitismo como Fenomeno
Bioldgico

E sabido que bactérias e fungos podem viver endofiticamente em diferentes
partes das plantas, como raizes, ramos, folhas, sementes, frutos, tubérculos e
mesmo flores, colonizando os espacos intercelulares, vasos do xilema ou mesmo
apresentando colonizagao intracelular (MUNDT & HINKLE, 1976; GARBEVA et
al., 2001; STURZ et al., 1999; DARBYSHIRE & GREAVES, 1971; HALLMANN
et al., 1997), em diversas culturas de importancia agronémica como milho,
algodao, tomate, batata, citros e videira dentre outras (BELL et al., 1995b;
JACOBS et al., 1985; HINTON & BACON, 1995; QUADT-HALLMANN et al.,
1997).

Essa relacdo endofitica pode ter surgido quando do aparecimento dos vegetais
superiores no planeta, ou seja, ha centenas de milhdes de anos (STROBEL, 2002).
Evidéncias de microrganismos associados as plantas foram detectadas em tecidos
de folhas e ramos fossilizados (TAYLOR & TAYLOR, 2000), mostrando uma co-
evolucado extremamente especializada entre as partes desta interacao.

A grande vantagem que os endéfitas tém em colonizar as plantas é que os
tecidos internos proporcionam um ambiente protegido das adversidades do meio,
tais como raio ultravioleta, chuvas e flutuagGes de temperatura, bem como maior
disponibilidade de nutrientes, evitando assim competicdo com outros
microrganismos, como a microflora rizosférica (McINROY & KLOEPPER, 1995;
McINROY & KLOEPPER, 1995b). Logo, endofitismo pode ser visto como uma
forma de sobrevivéncia destes microrganismos.

Desta intima associacao, muitas vezes mutualistica, levantou-se a hip6tese de
que os endoéfitas podem exercer efeitos benéficos nos seus hospedeiros, como a
promocao de crescimento e o controle de fitopatégenos. Esses tépicos serao
discutidos mais adiante.
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Fontes de Endéfitas e Colonizacao
dos Tecidos

As fontes mais provaveis de microrganismos endofiticos sdo as sementes
(ADAMS & KLOEPPER, 1996), materiais propagativos (DONG et al., 1994), a
rizosfera (HALLMANN et al., 1997b) e o filoplano (BEATTIE & LINDOW, 1995).
De forma geral, a entrada nos tecidos vegetais ocorre por estdmatos, lenticelas,
ferimentos e dreas de emergéncia de raizes secundarias (AZEVEDO, 1999).

Embora bactérias endéfitas tenham sido detectadas dentro de sementes por
microscopia (MUKHOPADHYAY et al., 1996), acredita-se que muito
provavelmente tais microrganismos penetram nas sementes por ferimentos
causados por danos fisicos, e nao sao provenientes da planta. White Jr. et al.
(19986), trabalhando com Acremonium em grama, afirmam que a transmissao deste
fungo para a préxima geracdo, geralmente, ocorre via penetracdao no embrido
dentro da semente. Segundo Hallmann et al. (1997), é possivel que populacdes
extremamente baixas de endéfitas estejam presentes em regides mais internas das
sementes.

A maioria dos trabalhos reporta a rizosfera como a principal fonte de
microrganismos endofiticos (VERMA et al, 2001; McINROY & KLOEPPER,
1995b; SHISHIDO et al., 1999). Isso pode ser confirmado pelo trabalho de De
Boer e Copeman (1974) que plantaram mudas axénicas de batata no campo e
isolaram espécies saproéfitas das mesmas apds algumas semanas.

Segundo Hinton e Bacon (1995), o caminho mais légico para a colonizacao
dos tecidos por microrganismos endoéfitas parece comecar com a migracao da
bactéria ou fungo para locais onde sementes estejam germinando, ou as raizes
estejam crescendo. A partir dai hd a colonizacdo da radicula e coledptilo e
finalmente se disseminam sistemicamente na planta. Shishido et al. (1999)
detectaram, aplicando a técnica de anticorpos imunofluorescentes, a colonizacéo
de um isolado de Bacillus e outro de Pseudomonas aplicados nas sementes de
abeto. Segundo os autores, as bactérias se movimentaram apoplasticamente, nos
espacos intercelulares, sendo constatadas em ramos, folhas e flores. Acrescentam
ainda que sao os ferimentos, ocasionados pelo crescimento das radiculas, a
principal porta de entrada para os microrganismos que esté@o na rizosfera iniciarem
sua colonizacéo endofitica.

Contudo, ha relatos de casos em que a penetracdo pode ocorrer sem a
necessidade de ferimentos. Quadt-Hallmann et al. (1997), com estudos
microscépicos de ultraestrutura, procuraram investigar por meio de quais
mecanismos Enterobacter asburiae penetra nas plantas de algodado. Penetracao
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passiva foi descartada, pois células mortas com glutaraldeido aplicadas a sementes
e folhas ndo foram encontradas no interior dos tecidos, mas o mesmo nao
acontecia com células vivas. Ainda néo se relatou transmissédo de endéfitas por
insetos e sdo raros trabalhos tratando da aplicacdo na parte aérea.

Empregando técnicas imunoldgicas, Jacobs et al. (1985) puderam detectar, em
raizes de beterraba, populacdes de bactérias endofiticas tanto nos vasos do xilema
como no interior de células do parénquima. Trabalhando com raizes de limoeiro,
Gardner et al. (1982) detectaram células de bactérias endofiticas no fluido do
xilema obtido por extracao a vacuo.

Uma vez dentro dos tecidos da planta é possivel, segundo Dong et al. (1994),
transmitir vegetativamente os microrganismos endofiticos, como foi demonstrado
para Acetobacter diazotrophicus em cana-de-acucar, por até duas geracoes.

Fungos endofiticos tém comportamento semelhante ao das bactérias
endofiticas, e colonizam espacos intercelulares, porém podendo penetrar
ativamente (SCHARDL & PHILLIPS, 1997).

A nutricdo dos endéfitas dentro dos tecidos ainda é uma questdo discutivel.
Foster e seus colaboradores, citados por Hallmann et al. (1997a), sugerem que os
microrganismos endofiticos utilizam-se de exsudatos que extravasam para os
espacos intercelulares. Em cana-de-acucar, por exemplo, sabe-se que os espacos
intercelulares contém fluido rico em sacarose (12%), e que foram isoladas deste
sitio culturas puras de uma bactéria endofitica (CANNY & HUANG, 1993). Embora
seja um assunto de consideravel importancia, pouca atencéo tem sido dada a este
tema. Ainda é matéria de especulacdo se fungos endofiticos invadem as células
para retirar seus nutrientes.

H& vérios trabalhos que tratam da dindmica da populacdo de bactérias
endofiticas nas plantas. Mclnroy e Kloepper (1995b) aplicaram bactérias nas
sementes de milho e algodao e tentaram recuperéa-las nas mais diversas partes das
plantas. Segundo os autores, as bactérias foram isoladas de todas as partes das
plantas testadas, numa média de 10% a 107 ufc/g de peso fresco, porém a
populacdo nas raizes foi maior do que nos ramos. A flutuagcao na populacao
endofitica foi possivelmente devido a colonizacao diferencial dos tecidos.

Segundo Musson (1994), o total de bactérias endofiticas que invadem os
tecidos das plantas é provavelmente controlado pela planta e condicoes
ambientais. Por exemplo, para Alcaligenes faecalis, um endéfita de arroz, estima-se
que somente 10% do total da populacdo vivendo sobre a superficie da raiz
penetram nos tecidos. Isso pode dificultar a aplicacdo de endéfitas para controle de
doencas ou promocao de crescimento de plantas. H4 também de ser considerado o
modo de acdo dos endoéfitas, o que torna a questao do uso destes microrganismos
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como agentes de biocontrole ainda mais complexa.

Efeitos Benéficos dos
Microrganismos Endofiticos

Os efeitos benéficos dos endofitas nas plantas parecem ocorrer por
mecanismos similares aos ja descritos para rizobatérias, uma vez que os
microrganismos isolados das plantas em geral sdo capazes de viver epifiticamente
como habitantes da rizosfera (DI FIORI & DEL GALLO, 1995).

Promocdo de Crescimento

Microrganismos endofiticos tém sido associados com a promocdo do
crescimento de vérias culturas, como tomate, alface, batata e milho (HALLMANN
et al., 1997), aumentando de 20 a 100% algumas caracteristicas avaliadas como
o numero de raizes, o peso da matéria seca, a area foliar e a velocidade de
germinacao das sementes (FROMMEL et al., 1991). Chanway et al. (2000)
verificaram aumento de até 82% na biomassa de mudas de um hibrido de abeto,
no Canada, quando aplicaram uma bactéria endofitica, em testes de campo.
Frommel et al. (1991) observaram que plantas de tomateiro tratadas com um
isolado endofitico de Pseudomonas sp. apresentaram um crescimento de cerca de
26 a 28% na altura das plantas e, conseqlientemente, maior enfolhamento.
Neotyphodium coenophialum, um fungo endéfita muito estudado no hemisfério
norte, aumentou o crescimento de raizes e o perfilhamento de forrageiras, em
testes de campo sob condicoes de estresse (ARECHAVALETA et al., 1989).

H& vérios mecanismos descritos sobre como endoéfitas promovem o
crescimento dos vegetais que os abrigam. A fixagdo do N, atmosférico é um
mecanismo bem estudado e hé varios exemplos descritos na literatura de
isolamento de endéfitas com capacidade de fixar nitrogénio e disponibiliza-lo as
plantas. Baldani et al. (1986) isolaram Herbaspirillum seropedicae de ramos e
raizes de milho, arroz e sorgo. Cavalcante e Dobereiner (1988) isolaram uma
bactéria diazotréfica, Acetobacter diazotrophicus, associada a cana-de-agucar.
Paula et al. (1993) reportaram uma associacao micorrizica desta bactéria com o
fungo Glomus clarum em batata doce, sorgo e cana-de-aglcar. A fixacdo de N, é
controlada pelos genes nif, em especial, o nif D e o nif H e por isso usado como
marcador em estudos onde se busca elucidar possiveis mecanismos de promocao
de crescimento que estejam atuando.

A producao de fitormonios ou analogos destes por microrganismos endéfitas

11
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também pode promover o crescimento de plantas. A producao de &cido 3 - indol
acético (AlA) foi detectada em bactérias com héabitos de endofiticas como Frankia
sp., Agrobacterium tumefaciens, Azospirillum sp. e Pseudomonas syringae pv.
savastanoi (MUSSON, 1994). Os efeitos da producao de AIA pelos endofiticos
sdo a maior proliferacdo e o alongamento das raizes, o que proporciona facilidade
na retirada de dgua e nutrientes do solo para a planta (VERMA et al., 2001). Ha
ainda outros relatos de bactérias endofiticas produzindo outros fitorménios como
etileno, auxinas e citocininas (ARSHAD & FRANKENBERGER, 1991; BASHAN &
HOLGUIN, 1997).

Disponibilizacdo de nutrientes, como a solubilizacdo de fésforo, é outro
mecanismo de promocgao de crescimento descrito na literatura como um efeito dos
endéfitas nas plantas (GLICK & BASHAN, 1997). Entra em acao neste caso a
producao de fosfatases pelos endéfitas e normalmente sao feitos testes in vitro
para deteccao desta enzima. Acontece que em grande parte das vezes, em testes in
vivo, ndo se consegue confirmar os resultados obtidos no laboratério. Em
associacdes micorrizicas a disponibilizacdo de nutrientes para as plantas pelo
fungo associado é bastante comum. Tanto que a producado de mudas florestais
inoculadas com microrganismos endofiticos, fungos ou bactérias, é uma
tecnologia que estd ganhando espaco no mercado (CHANWAY et al., 2000;
MARX & CORDELL, 1989; KROPP & LANGLOIS, 1990).

Deve-se ressaltar que os mecanismos acima descritos, bem como outros, sdo
em geral estudados isoladamente. Sabendo-se que na natureza hd indmeras
interacdes, é provavel que alguns isolados endofiticos promovam o crescimento
das plantas exercendo mais de um mecanismo. O uso de misturas de isolados é
uma alternativa interessante para aumentar as possibilidades de sucesso na
aplicacao de endéfitas promotores de crescimento para fins experimentais e,
futuramente, comerciais.

Controle Biolégico de Doencas

A estrita relacao entre microrganismos endofiticos e seus hospedeiros faz com
que sejam candidatos naturais a serem usados como agentes de controle de
doencas. Por ocuparem um nicho ecolégico semelhante aqueles ocupados por
patdégenos os microrganismos endofiticos apresentam potencial para o controle
biolégico (HALLMANN et al., 1997a).

Este controle pode ser resultante de diversos mecanismos, como competicao
por espaco e nutrientes na planta hospedeira (SCHARDL & PHILLIPS, 1997),
producdo de compostos antimicrobianos (STROBEL, 2002) e inducdo de



Microrganismos Endofiticos: potencial de uso como agentes
de biocontrole da ferrugem do cafeeiro

resisténcia sistémica (van LOON et al., 1998).

Em patossistemas fangicos envolvendo patégenos de colonizacado sistémica,
como Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum em algodao, Verticillium albo-atrum
e Rhizoctonia solani em batata e Sclerotium rolfsii em feijao, os microrganismos
endofiticos tém mostrado significante controle, diminuindo a incidéncia das
doencas (CHEN et al., 1995; NOWAK et al., 1995; PLEBAN et al., 1995),
atuando por competicao de sitios. Pratella et al. (1993) testaram 122 bactérias
endofiticas obtidas de varias fontes como pepino, berinjela, pimentao e tomate,
para o biocontrole de Monilia laxa e Rhizopus stolonifer. Vinte desses endéfitas
proporcionaram mais de 90% de controle para as doencas de pds-colheita
incitadas pelos patdgenos supracitados. Schardl e Phillips (1995) relatam o efeito
de protecao proporcionado por Neotyphodium coenophialum em plantas
forrageiras contra insetos, nematodides e fungos fitopatogénicos.

Endofiticos exercendo atividade inibitéria in vitro contra fitopatégenos tém sido
estudados e relatados. Shimizu et al. (2002) estudaram a producéo de substancias
antimicrobianas por um actinomiceto endofitico e sua atividade antifiingica.
Segundo os autores, houve producao de metabdlitos em meio de cultura com
amplo espectro antimicrobiano, inibindo o crescimento de Phytophthora
cinnamomi, Pythium aphanidermatum, Rhizoctonia solani e Sclerotinia
homoeocarpa. Em estudo parecido, Lu et al. (2002) verificaram que o fungo
endofitico Colletotrichum sp., isolado de Artemisia annua, protegeu sua
hospedeira do ataque do fungo Gaeummanomyces graminis var. tritici pela
producdo de metabdlitos téxicos ao patdégeno. Esses sdo exemplos classicos de
antibiose como mecanismo de controle de patégenos.

Ha relatos de microrganismos endofiticos, principalmente bactérias, serem
capazes de induzir resisténcia em plantas a patdgenos. Benhamou et al. (1996)
realizaram um trabalho com Bacillus pumilus (isolado SE34) num sistema in vitro
em que raizes de ervilha foram microbiolizadas com o endéfita e depois inoculadas
com Fusarium oxysporum f. sp. pisi. O estimulo dos mecanismos de defesa da
planta pela sensibilizacdo com o endéfita foi em nivel de ultraestrutura. Nas raizes
controle o fungo cresceu abundantemente nos tecidos, inclusive no tecido
vascular ao passo que nas raizes pré-bacterizadas o crescimento do patégeno ficou
restrito & epiderme e ao cortex externo. Nas raizes pré-bacterizadas foram
observadas reacdes do hospedeiro como o aumento da espessura das paredes
celulares de células epidérmicas e corticais, e aposicOes proximas aos sitios de
infeccao ricas em calose e compostos fendlicos.

H& algumas evidéncias que endoéfitas podem contribuir para o controle de
nematodides (HALLMANN et al., 1997) e insetos (van BUREN et al., 1993).
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Porém, o controle destes organismos é mais complexo e dificil de ser
implementado do que para fungos e bactérias, uma vez que os danos provocados
pelo seu ataque advém dos inerentes habitos alimentares e de migracao interna,
limitando a eficdcia dos microrganismos endofiticos. De qualquer forma,
nematdides sedentarios podem ser um alvo interessante para estudos de controle
com enddfitas.

Selecdo e Dispensa dos Endéfitas
nas Plantas

A principal questao para o emprego de microrganismos endéfitas para fins
agrondmicos, depois de se ter o isolado selecionado, implica em como dispensé-
los na planta, de forma que ele venha a penetrar e se estabelecer nos tecidos.
Métodos préaticos e confidveis devem ser desenvolvidos. Em geral, métodos
desenvolvidos para aplicacdo de inoculantes microbianos na rizosfera e filosfera
sdo validos para endéfitas (ANDREWS, 1992).

A selecao de endoéfitas envolve paciéncia e dedicacdo, desde o isolamento até
os testes finais de campo. Segundo Chen et al. (1996), ndo mais do que 2%, do
total de microrganismos existentes, apresentam algum efeito benéfico para plantas,
considerando microrganismos endofiticos, rizosféricos e epifiticos. Logo, esta
etapa de busca e teste dos melhores demanda sempre muito tempo e as vezes nem
sempre chega a resultados animadores.

E possivel, por exemplo, encontrar endofiticos que aumentem a severidade de
doencas, como ocorrido nos trabalhos de Shiomi (2004) e Silva et al. (2004), que
buscavam endéfitas com atividade de controle biolégico sobre a ferrugem do
cafeeiro em discos de folhas. Segundo Musson (1994), alguns organismos
endofiticos podem se comportar como nao patogénicos em um hospedeiro e
patogénicos em outros. Cameron (1970) encontrou que isolados de Pseudomonas
spp. obtidos de tecidos sadios de cerejeira, revelaram-se, posteriormente,
fitopatogénicos. O autor sugere que endofitia poderia ser uma das formas de
sobrevivéncia e de escape de tratamentos fitossanitdrios de superficie.
Adicionalmente, Whitesides e Spotts (1991) encontraram isolados de
Pseudomonas syringae no interior de raizes de pereira que ndo foram patogénicos
nem a cerejeira nem a pereira e sugeriram que os tecidos internos de pereira
poderiam servir de reservatdrio de inéculo para outras plantas. Dessa forma, a
endofitia pode ser visualizada como um mecanismo de sobrevivéncia de bactérias
fitopatogénicas, posto estar numa posicao protegida (LEBEN, 1981).

Em nivel experimental alguns métodos de aplicacdo dos endoéfitas tém sido
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testados. Musson et al. (1995), trabalhando com 15 bactérias endofiticas em
algodoeiro, estudaram alguns métodos como tratamento de sementes, dispensa de
suspensao de propagulos no solo, injecées no caule, pulverizacdo na parte aérea,
infiltracdo a vacuo e imersao de raizes seccionadas na suspensao dos enddéfitas. A
eficiéncia dos métodos foi avaliada pela deteccédo da presenca da bateria no interior
dos tecidos. Todos os métodos funcionaram para algumas bactérias, mas nenhum
funcionou para todas, sendo a introducao por picada o mais eficiente deles.

Kijima et al. (1993) patentearam um processo para introduzir endéfitas em
plantas olericolas que enraizam com facilidade. O método foi usado por Barreti
(2001) para introducao de endéfitas em tomateiro, e consiste em seccionar o caule
de plantas apresentando o segundo par de folhas definitivas, na regido do
hipocatilo. O sistema radicular é descartado e o restante da planta imerso por seis
horas em suspensao de células do endéfita em teste. Apds o intervalo de imerséo,
as secOes de parte aérea sao plantadas em substrato esterilizado, aguardando-se o
enraizamento que, no caso de tomateiro, é proximo de 100%. A eficiéncia do
método consiste em se disponibilizar para o endéfita multiplas portas de entrada,
como ferimentos e aberturas naturais.

O desenvolvimento de formulacdes a base de alginato é uma forma bastante
interessante para aplicacdo dos endéfitas, uma vez que apresenta a vantagem da
presenca de nutrientes que ajudariam na sobrevivéncia do inéculo (MELO &
SANHUEZA, 1995). Uma outra técnica é a aplicacado dos isolados endofiticos em
suspensdes de células vegetais, e regeneracdo via cultura de tecido. Isso garantiria
a colonizacdo dos embrides desde os primeiros estadios de desenvolvimento da
planta (BASHAN & HOLGUIN, 1997).

Para aplicacdo na parte aérea, Knudsen & Spurr (1987) sugerem a pulverizacao
de suspensoes de propagulos ou formulagcées em pd seco de células bacterianas
liofilizadas. Porém, quase nada se sabe a respeito de dosagens, pressdo de
aplicacdo e outras especificacOes técnicas para este método.

A aplicacdo de microrganismos endofiticos em plantas via ferimentos embora
seja, a principio, mais eficiente, pode nao ser tdao pratica quanto a aplicacao via
tratamento de sementes ou solo. E este Ultimo ainda apresenta a vantagem da
imediata protecao da plantula quando da germinacao da semente (HALLMANN et
al., 1997), e é tido como o método mais adequado por muitos pesquisadores,
considerando todos os fatores envolvidos na aplicacdo dos isolados endoéfitas.
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Bioprospeccao de Microrganismos
Endofiticos com Potencial para o
Biocontrole da Ferrugem do Cafeeiro

Foi desenvolvido na Embrapa Meio Ambiente, no periodo de agosto de 2003 a
fevereiro de 2005, um trabalho visando selecionar microrganismos endofiticos com
caracteristicas de agente de biocontrole da ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix),
dentro do projeto BIOTA - Biodiversidade de Microrganismos Endofiticos e seu Potencial
Biotecnoldgico.

A avaliacdo dos microrganismos endofiticos quanto a sua capacidade em reduzir a
severidade da ferrugem do cafeeiro comegou com testes em discos de folhas, utilizando
metodologia descrita por Eskes (1982). Duzentos e trinta e duas bactérias e 17 fungos
foram testados neste ensaio onde se verificou a capacidade destes endéfitas em reduzir
a érea lesionada do disco de folha, quando aplicados em cinco intervalos, 72 e 24 horas
antes e depois da inoculacdo com o patdégeno, e concomitantemente.

Os testes em discos de folha apontaram o isolado bacteriano 3F como o de melhor
desempenho, proporcionando niveis de controle acima de 85%. Ainda com bom
potencial, os isolados 14F, 36F, 115G e 116G de bactérias que apresentaram bons
indices de controle quando aplicados 72 e 24 horas antes da inoculacdo com o
patégeno Embora os isolados supracitados tenham proporcionado reducao maior na
severidade da ferrugem, outros endéfitas também se destacaram. Nove isolados
bacterianos foram selecionados como os de melhor desempenho, reduzindo
significativamente a area lesionada do disco em relacdo ao controle. Sdo as bactérias a
seguir: 116G, 123G, 36F, 137G, 14F, 109G, 115G, 3F e 119G (Tabela 1).

As bactérias endofiticas selecionadas na etapa anterior foram testadas em mudas de
cafeeiro, agora em trés intervalos de aplicacao, 72 e 24 horas antes do patdgeno, e
simultaneamente. As mudas, apdés a aplicacdo dos enddfitas e inoculagdo, foram
mantidas em telado e procedeu-se as contagens do nimero de pustulas e “flecks” por
folha aos 25 dias apds a inoculagdo. As médias foram comparadas pelo teste Tukey (P
< 0,05). Os melhores niveis de controle foram obtidos quando os antagonistas foram
aplicados 72 horas antes da inoculacdo com urediniosporos de Hemileia vastatrix.
Destacaram-se os isolados 137G, 14F, 109G, 115G, 3F e 119G, em ordem crescente
de eficiéncia na reducao dos sintomas da doenca (Tabela 1). O isolado endofitico 3F
confirmou sua caracteristica de promissor agente de biocontrole da ferrugem
proporcionando reducdo da severidade da ferrugem em torno de 85%. Adicionalmente,
devem ser considerados os isolados 14F e 115G que proporcionaram bons indices de
controle no teste em mudas de cafeeiro, assim como no teste de selecado inicial em discos
de folhas.
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Tabela 1. Severidade da ferrugem do cafeeiro em mudas tratadas com
bactérias endofiticas 72 horas antes da inoculacéo.

Namero médio de

Endofitico
Lesdes por folha

CONTROLE 2,47 a*
116G 1,41 ab
123G 1,14 ab
36F 1,02 ab
137G 0,94 b
14F 0,91 b
109G 0,84 b
115G 0,77 b
3F 0,39 b
119G 0,27 b

* Valores seguidos de mesma letra ndo diferem pelo teste Tukey (P < 0,05).

Apesar de se verificarem reduc6es no niumero de lesdes por folha ao se aplicar
os endéfitas 24 horas antes e concomitante ao patdgeno, estatisticamente nao
houve diferenca entre os tratamentos e o controle.

Uma provéavel explicacdo para os resultados obtidos é o fato de a aplicacéo
antes do patdgeno garantir aos antagonistas uma vantagem adaptativa de
colonizacao tanto de forma endofitica quanto epifitica, uma vez que
microrganismos endofiticos podem ter origem em comunidades epifiticas da
filosfera (BEATTIE & LINDOW, 1995; DONG et al., 1994). Além disso, aumenta
a possibilidade de ocorrer inducao de resisténcia sistémica por sensibilizacdo dos
tecidos, além de competicdo por espaco e nutrientes na superficie do disco.

Para comprovar essa hipétese de inducao de resisténcia sistémica, foi realizado
um ensaio para deteccao do aumento da atividade de enzimas relacionadas a
resisténcia. Para isso, verificou-se o aumento dos niveis de peroxidase
(HAMMERSCHMIDT et al., 1982), lipoxigenase (AXELROD et al. 1981) e
fenilalanina amonio-liase (PASCHOLATI et al. 1986), em mudas tratadas com as
bactérias endofiticas 3F, 109G, 115G e 119G. As analises foram feitas em folhas
diferentes daquelas onde tanto o endéfita quanto o patégeno foram aplicados, para
garantir que ouve sistemicidade da inducao de resisténcia. A atividade das enzimas
foi estimada por espectrofotometria, e as médias comparadas pelo teste Tukey (P
< 0,05). Houve aumento significativo da atividade de peroxidase em plantas
tratadas com as endéfitas 3F e 119G. Nao se detectaram aumentos nos niveis das
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outras enzimas testadas, mesmo para os demais isolados. A auséncia de niveis
enzimaticos significativos para os isolados 109G e 115G faz pensar que tais
isolados podem estar atuando contra a ferrugem por outros mecanismos de
controle, tais como inibicdo da germinacdo dos urediniosporos ou lise das
estruturas do patdgeno.

Para comprovar essa hipétese, foi realizado um teste de inibicdo da germinacao
com os isolados 109G e 115G, em laminas de microscopia. As laminas foram
preparadas adicionando-se 15 |L de uma suspenséao dos endéfitas (10° ufc mL™") e
o mesmo volume de suspensao de urediniosporos (1,0 mg mL"), e avaliadas apds
um periodo de seis horas no escuro com 100% de umidade relativa, a 22 °C. Foi
estimada a percentagem de urediniosporos germinados em cinco laminas por
endoéfita testado, contando-se os urediniosporos em 10 campos. Os
urediniosporos foram considerados germinados quando ocorria a formagao do
tubo germinativo. Os isolados testados reduziram significativamente a germinacao
dos urediniosporos, comparados ao controle, em torno de 40%. Provavelmente a
producdo de substéancias antimicrobianas seja uma caracteristica destes isolados,
mas ainda precisa ser comprovado com testes adicionais.

Deve-se ressaltar que houve endéfiticas que aumentaram a severidade da
ferrugem. Segundo Musson (1994), alguns organismos endofiticos podem se
comportar como nao patogénicos em um hospedeiro e patogénicos em outros.

Consideracdes Finais

Os estudos futuros com microrganismos endofiticos para fins agrondmicos
devem focar principalmente sobre a parte ecolégica e interagbes com outros
microrganismos, a aplicacdo dos endéfitas e movimento destes nos tecidos, e o
uso de isolados contendo genes com algum efeito benéfico para as plantas. Ha
vérios trabalhos mostrando que endéfitas ndo atuam sozinhos ou apenas ao nivel
de seu hospedeiro, e hd sim uma complexa rede de interacdes com a microbiota
nativa e com o metabolismo vegetal. Embora estudados separadamente neste
trabalho, nada impede que os mecanismos de controle possam atuar
simultaneamente, aumentando a capacidade de controle do endéfita.

O emprego de misturas de isolados benéficos é outro ponto ainda pouco
explorado, mesmo porque pesquisas com endéfitas sdo relativamente recentes.
Desenvolvimento de formulacdes contendo microrganismos endofiticos como
agentes ativos de controle de doencas e/ou promocédo de crescimento é outro
objetivo a ser buscado. Isso facilitaria a integracao do uso destes agentes na rotina
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agricola.

Deve-se ressaltar que é pouco provavel que a aplicacdao de endéfitas
isoladamente va sanar todos os problemas enfrentados diariamente por
agricultores. Sua utilizacédo é indicada como uma ferramenta adicional dentro do
conceito de manejo integrado de doencas.
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