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Resumo — A perda de plantas micropropagadas ocorre, principalmente, pela presenca de microrganismos, res-
ponsaveis pela morte das plantas no inicio da cultura ou em seu estabelecimento no campo. O trabalho teve
como objetivo a identificacdo, por taxonomia classica, e por meio de técnicas moleculares, de fungos presentes
nos apices caulinares de pupunheiras sadias, cultivadas no campo, e a comparagdo com os fungos isolados, em
plantas micropropagadas ha dois anos. Os isolados da microbiota fUngica endofitica, das plantas cultivadas
in vitro, foram: Fusarium oxysporum, Neotyphodium sp. e Epicoccum nigrum; e das plantas in vivo, foram:
Fusarium sp., F. proliferatum, F. oxysporum, Colletotrichum sp., Alternaria gaisen, Neotyphodium sp. e
Epicoccum nigrum. As sete espécies de fungos foram reintroduzidas in vitro na planta hospedeira, demonstran-
do diferentes comportamentos. Neotyphodium sp. e E. nigrum estabeleceram uma interagdo endofitica com a
planta, e as demais comportaram-se como patégenos, diminuindo o desenvolvimento das plantulas em relacao
as plantas sem inoculacdo. As espécies endofiticas apresentam potencial para o uso no controle biolégico de
patégenos de pupunha.

Termos para indexacdo: Bactris gasipaes, patogenos latentes, fungos, controle bioldgico.

Endophytic fungiin shoot tip of the pejibaye cultivated in vivo and in vitro

Abstract — Losses of micropropagated plants occur in its majority due to presence of microorganisms responsible
for plant death both in culture beginning and plant establishment in field. Two years in vitro cultivated pejibaye
shoot tips, showed the presence of fungi colonies after transference for new culture medium. This paper aimed
at identifying fungi, by classical taxonomy and by molecular methods, present in shoot tip of healthy pejibaye
plants, cultivated in the field, and to compare them with isolated ones of in vitro plants. The isolates of endophytic
fungi community of the in vitro plants were Fusarium oxysporum, Neotyphodium sp. and Epicoccum nigrum;
from the in vivo plants were Fusarium sp., F. proliferatum, F. oxysporum, Colletotrichum sp., Alternaria gaisen,
Neotyphodium sp. and E. nigrum. The seven species of fungi were reinoculated in host plant, revealing different
behaviour. Neotyphodium sp. and E. nigrum established an endophytic interaction with the host; the other
fungi acted as pathogens causing decrease in seedlings development when compared to the non-inoculated
plants. Species acting as endophytes present a potential use in biocontrol of pejibaye pathogens.

Index terms: Bactris gasipaes, latent pathogens, fungi, biological control.

Introducéo

A pupunheira (Bactris gasipaes Kunth) é uma pal-
meira encontrada na costa Atlantica das Américas Cen-
tral e do Sul, ao longo da costa do Pacifico (litoral da
Colémbia e oeste do Equador), e ao sul da Costa Rica e
norte do Peru (Clement & Manshardt, 2000). Essa planta
pode ser cultivada nas mais diversas condi¢Oes climati-
cas, porém é notorio que seu melhor desempenho ocor-
re em regides de clima tropical quente e imido (Deenik
et al., 2000).

Em virtude da excelente qualidade do palmito, seu
cultivo é cada vez mais frequiente, com plantios em es-
calas consideraveis no Para, Acre, Ronddnia e Mato
Grosso. Essa cultura encontra-se em intenso processo
de disseminacéo fora da Amazonia, principalmente no
Sudeste, e esta sendo plantada em praticamente todo o
Estado de Séo Paulo. O cultivo ecologicamente correto
da pupunheira contribui para a diminui¢do do consumo
extrativista do palmito nativo (Euterpes edulis L.), extra-
ido e industrializado de forma clandestina e ilegal.
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A obtencdo de plantios uniformes dessa espécie pode
ser feita por meio da micropropagagdo de matrizes
selecionadas, como foi observado por Almeida &
Kerbauy (1996), que obtiveram excelentes resultados,
a partir da reversdo de botbes florais em gemas
vegetativas. A elevada ocorréncia de contaminagéo,
que pode ser verificada em culturas in vitro, restringe
a realizacdo de pesquisa nessa area com pupunheira,
considerando tal fato como um agravante da técnica
em questdo. Observou-se, no entanto, que nem sempre
tais contaminantes debilitavam as plantas
micropropagadas, por isso seu isolamento e identifica-
cao dera origem a uma nova area de pesquisa, dentro
da cultura de tecidos de pupunheira.

A interacdo e o isolamento desses microrganismos,
além do controle das condi¢Bes ambientais e da compo-
sicdo do meio de cultura, sdo extremamente facilitados
em condigdes in vitro, em decorréncia da producao ma-
cica e velocidade de crescimento das plantas.

Contribuicdo importante na &rea de fitopatologia tem
sido obtida a partir da aplicagdo de técnicas de cultura
de tecidos (Helgeson & Deverall, 1983). O sistema de
co-cultura de patégenos e tecidos de plantas hospedei-
ras permite o estudo das relagdes entre os dois organis-
mos, em condi¢Oes controladas, e pode levar a desco-
berta de mecanismos de patogenicidade e de resistén-
ciaem nivel celular (Duval et al., 1998).

Na avaliagdo do comportamento de microrganismos
endofiticos, Serafini et al. (2002) também destacam a
importancia da técnica de cultura in vitro, no estudo da
relacdo entre microrganismos endofiticos e a planta
micropropagada. Esses microrganismos foram defini-
dos, por Hallmann et al. (1997), como aqueles que po-
dem ser isolados do interior de tecidos vegetais
desinfectados superficialmente, e que ndo causam da-
nos ao hospedeiro. Essa definicao inclui relagfes neu-
tras e simbidticas.

Segundo Cutter (1986), o apice caulinar € umaregiao
sub-meristematica formada por células derivadas, que
se encontram em constante divisao celular, e assim ge-
ram uma estreita faixa de células em diferenciacéo. Essa
informagdo conduz & idéia de que se trata de uma re-
gido axénica ou, pelo menos, de pequena mobilidade para
0S microrganismos no vegetal.

O objetivo deste trabalho foi identificar a microbiota
fangica presente em apices caulinares de pupunheiras
adultas cultivadas in vivo, e compara-la com a obser-
vada em plantas micropropagadas.
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Material e Métodos

Foram utilizadas pupunheiras, obtidas de matrizes
adultas selecionadas no campo, fornecidas pelo Depar-
tamento de Producdo Vegetal da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” (Esalq, Piracicaba).

As matrizes foram pulverizadas com fungicida
Benomil (10%), para o isolamento da microbiota fungica
endofitica das plantas desenvolvidas no campo. Apds
uma semana, os palmitos foram coletados e lavados em
agua corrente, com o auxilio de uma escova, removen-
do-se as impurezas aderidas a superficie. Em seguida,
as bainhas foram retiradas para o isolamento dos apices
caulinares.

Os éapices foram lavados em &gua corrente por trés
horas, em frascos tampados com peneira de nailon de
espessura média. Em seguida foram desinfestados com
agua sanitaria (hipoclorito de s6dio comercial, 30% v/v)
por meia hora, e enxaguados abundantemente com agua
destilada autoclavada. Os explantes foram depositados
em placas de Petri contendo papel-filtro, e em seguida
colocados em meio de cultura MS (Murashige & Skoog,
1964); foram mantidos em sala de crescimento com
temperatura e luminosidade controladas de 26+1°C e
16 h/luz (fluorescente 36 W/54, 6500 K; irradiancia de
15 mmol m2 s1).

A purificacdo dos isolados foi feita por esgotamento,
e seu cultivo se deu, em placas de Petri, com meio de
cultura completo (Pontecorvo et al., 1953). Os isolados
foram acondicionados em cadmara de crescimento (BOD)
a 28°C, no escuro, e sua identificacdo foi feita por
taxonomia classica e por meio do seqlienciamento dos
fragmentos da regido de ITS (Internal Transcribed
Spacer), segundo 0 método descrito por Raeder & Broda
(1985).

A microbiota fungica endofitica, existente em plantas
micropropagadas ha dois anos, foi isolada a medida que
0S microrganismos surgiam, durante o processo de trans-
feréncia para novos meios de cultura, ou seja, quando
eles se tornavam visiveis, descartando-se todos os mi-
crorganismos que surgissem antes de 12 dias, apos a
transferéncia, para evitar possiveis contamingoes.

Para avaliar a interacdo entre a microbiota associada
a cultura no campo e as plantas micropropagadas, 0s
isolados fungicos, provenientes das duas condigdes de
desenvolvimento das plantas (in vivo e in vitro), foram
cultivados em meio de cultura BDA a 28°C, por trés dias.
As suspensdes de conidios foram preparadas em
Tween 80 (0,1%) e adicionadas ao meio de cultura MS,
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na concentragdo de 108 conidios mL-1. Plantas
micropropagadas selecionadas de acordo com o vigor,
ou seja, plantas com a mesma altura, niamero de folhas
e sistema radicular semelhantes, foram transferidas para
esse meio de cultura. Apo6s a reintrodugdo dos isolados,
foi analisada a presenca do fungo para saber se altera-
va 0 desenvolvimento das plantas.

Resultados e Discussao

Os éapices caulinares das plantas adultas cultivadas
no campo, que foram colocados in vitro, apresentaram,
num intervalo de 12 a 18 dias de cultivo, o desenvolvi-
mento de col6nias fungicas. A classificacdo taxonémica
cléssica dos isolados permitiu a identificagcdo no plano
de género, e o seqlienciamento dos fragmentos de ITS
possibilitou a identificacdo das seguintes espécies:
Fusarium sp., F. oxysporum, F. proliferatum,
Colletotrichum sp., Alternaria gaisen, Epicoccum
nigrum e Neotyphodium sp.

Nas pupunheiras mantidas in vitro ha dois anos, e
portanto consideradas axénicas, surgiram colonias de
fungos, durante o processo de repicagem e transferén-
cia para novos meios de cultura, que foram identifica-
dos como: E.nigrum, F oxysporum e
Neotyphodium sp. A presenca de tais microrganismos,
provavelmente, ocorre em consequéncia do estresse da
planta, pelo empobrecimento nutricional e alteragéo do
pH do meio de cultura, que antecede a transferéncia e
gera uma reducdo na resisténcia da planta, que é apro-
veitada pelo fungo endofitico que se encontrava em con-
dicdo de laténcia. Pereira et al. (2003) afirmam que
quando as condic¢Ges do meio de cultura (nutricdo, pH)
se tornam favoraveis ao desenvolvimento, as bactérias
passam a competir por nutrientes minerais e carboidratos,
comprometendo a multiplicacdo e o desenvolvimento dos
cultivos, o que pode leva-los rapidamente a morte.

De todos os isolados fungicos que foram reintroduzidos
em plantas in vitro, Fusarium sp., F. oxysporum,
F. proliferatum, Colletotrichum sp. e A. gaisen cau-
saram, apés 10 dias, a morte das plantas por apodreci-
mento do sistema radicular ou tombamento da parte
aérea, enquanto E. nigrum e Neotyphodium sp. man-
tiveram o desenvolvimento normal das plantas.

A atuacdo do Fusarium é bem estudada em plantas
de campo, pois este € um fungo agressivo, responsavel
pela sindrome da queda dos frutos, assim como outras
espécies, tais como: Ceratocystis paradoxa,
Colletotrichum gloeosporioides, Cladosporium sp.,

Aspergillus sp., Verticillium sp., Penicillium sp., Alter-
naria alternata e Rhizopus sp. (Mota & Gasparotto,
1998). Pizzinato et al. (2001) destacaram a morte de
plantas de pupunha, em virtude da ocorréncia de
Fusarium spp., tanto em viveiro como em campo ou
casa de vegetacdo, constatando a manifestacdo de sin-
tomas aos sete e dez dias ap6s a inoculagao.

O fungo do género Epicoccum € caracterizado como
onivoro, por se encontrar em uma grande variedade de
plantas, no solo, no ar, na pele humana e em insetos.
Sao considerados saprofiticos, mas tornam-se parasitas
sob determinadas circunstancias. Dentre os trabalhos
realizados com esse fungo, destacam-se o de Wittig et al.
(1997), que observaram o controle da podriddo parda
do pessegueiro, com o uso de E. purpurascens em casa
de vegetacdo; destaca-se, também o trabalho de Bhuiyan
(2003), em que isolados de E. nigrum reduziram sensi-
velmente doengas fungicas em sorgo. Cita-se, ainda, 0
trabalho realizado por Méndez & Mondino (1999), com
controle bioldgico em pds-colheita de frutos e hortali-
cas, em que E. nigrum foi utilizado em ensaios de
antibiose com Sclerotinia sclerotiorum.

A presenca dessa espécie de fungo em pupunheira
pode ser de extrema importancia, uma vez que essa
cultura é consideravelmente prejudicada por microrga-
nismos patogénicos, e em ensaios futuros, essa espécie
poderd ser utilizada no controle bioldgico.

Os fungos endofiticos do género Neotyphodium, for-
malmente denominado Acremonium (Glenn et al., 1996),
infectam espécies de gramineas, muitas das quais sao
importantes forrageiras (Moy et al., 2002). Esses fun-
gos colonizam os espacos intercelulares da parte aérea
das plantas, e essa associacdo enddfito-graminea é ge-
ralmente considerada uma simbiose mutualistica (Clay,
1988).

Em muitas dessas associacdes, a producdo de
alcal6ides pelos fungos resulta na reducao da herbivoria
por insetos ou mamiferos, e isso beneficia a planta hos-
pedeira e os fungos, que por sua vez se beneficiam pelo
acesso aos nutrientes produzidos pela planta (Breen,
1994; Bush et al., 1997).

Neste trabalho foi possivel observar que o género
Neotyphodium sp., da mesma forma que o E. nigrum,
ndo afetou o desenvolvimento das plantas
micropropagadas. Esses fungos endofiticos, como o
“fungus gnats”, poderiam ser avaliados, no controle bio-
I6gico de insetos em pupunheiras, como por exemplo no
caso do inseto do género Bradysia, cujas larvas pene-
tram nas plantulas e mudas, atingem a regido do palmito
e atuam de maneira semelhante ao Fusarium (Moro,
1996).

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.40, n.5, p.467-470, maio 2005



470 C.V.deAlmeidaetal.

Conclusoes

1. A microbiota fungica isolada de &pices caulinares
de plantas adultas de pupunheira pode ser caracteriza-
da como endofitica, pois as plantas ndo apresentam ne-
nhum sintoma visual de patogenicidade.

2. Apos areintroducao dos isolados fungicos em plan-
tas axénicas, as especies Fusarium sp., F. oxysporum,
F. proliferatum, Colletotrichum sp. e Alternaria
gaisen comportam-se como patogénicas.

3. Os fungos  endofiticos E. nigrum e
Neotyphodium sp. podem ser utilizados como agentes
de controle bioldgico dos patégenos causadores do apo-
drecimento radicular de pupunheiras.
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