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RESUMO - A partir de folhas, caules e raizes de plantas sadias de maracujazeiro-amarelo foram obtidos 93
isolados de fungos endofiticos, com taxas de colonizagdo variando de 59,8 a 92,4% (folhas), 27,2 a 90% (caules) e
2,4 a 87,2% (raizes). Vinte e nove desses isolados, foram avaliados quanto a producéo de enzimas hidroliticas
extracelulares (amilaliticas, celulaliticas, lipoliticas e proteoliticas) e capacidade de estimular o crescimento de
mudas de maracujazeiro-amarelo. Esses isolados foram identificados como Fusarium (44,82%), Colletotrichum
(37,93%), Acremonium, Glomerella, Curvularia, Alternaria e Aspergillus (3,45% cada). Os isolados EM11, EM50,
EM172, EM20, EM81, EM72, EM135 e EM 24 apresentaram atividade lipolitica, com halos variando de 1,52 a 3,74
cm, e nenhum isolado produziu enzimas proteoliticas, celulaliticas e amiloliticas. Quinze endofiticos promoveram
0 crescimento das mudas de maracujazeiro-amarelo, estando entre os melhores EM173 @lternaria), EM155
(Fusarium), EM139 (Curvularia), EM20 (Colletotrichum), EM6 (Acremonium) e EM151 (Colletotrichum), que
proporcionaram incrementos da biomassa fresca da parte aérea e daraiz e biomassa seca da raiz respectivamente de
até 108,4, 204,4 e 70,2%, 90 dias ap6s ainoculagdo.
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ENZYMATIC ACTIVITY OF ENDOPHYTIC FUNGI AND EF-
FECT OF GROWTH PROMOTION OF YELLOW PASSION
FRUIT SEEDLINGS

ABSTRACT — From leaves, stems and roots of healthy yellow passion fruit plants 93 isolates of endophytic fungi
were obtained, with the colonization rates varying from 59.8 to 92.4% (leaves), 27.2 to 90% (stems) and 2.4 to 87.2
(roots). Twenty-nine of these isolates were evaluated for extracelular hydrolitic enzymes production (amylolitic,
cellulalitic, lypolytic and proteolytic) and capacity to promove growth of yellow passion fruit seedlings. The
isolates were identified as Fusarium (44.82%), Colletotrichum (37.93%), Acremonium, Glomerella, Curvularia,
Alternaria and Aspergillus (3.45% each). The isolates EM11, EM50, EM172, EM20, EM81, EM72, EM135 and
EM24 presented lypolytic activity with halos varying from 1.52 to 3.74 cm, and no isolate produced proteolytic,
cellulolytic and amylalitic enzymes. Fifteen endophytic isolates promoted growth of yellow passion fruit seedlings,
being the best EM173 @lternaria), EM155 Fusarium), EM139 Curwvularia), EM20 (Colletotrichum), EM6
(Acremonium) and EM 151 (Colletotrichum) that increased aerial and root fresh biomass and root dry biomass of
until 108.4, 204.4 and 70.2%, respectively, 90 days after the inoculation.

KEYWORDS: Passiflora edulisf. sp. flavicarpa, fungi, enzymes, plant growth

INTRODUCAO gue gue visa a protecdo ambiental. Para atingir

A agricultura moderna tem enfrentado o gran- esse objetivo, uma das alternativas é a utilizagéo
de desafio de aumentar a produgdo das culturas de microrganismos promotores de crescimento
gerando sustentabilidade, baseando-se em enfo- vegetal. Dentre esses microrganismos encontram-
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se os endofiticos, 0s quais estdo presentes no
interior dos tecidos de plantas aparentemente
sadios (AZEVEDO, 1998). A capacidade de esti-
mular o crescimento vegetal apresentada por es-
ses organismos tem sido atribuida a mecanismos
diretos tais como fixagéo do nitrogénio e produ-
¢do de fitohorménios, e indiretos como antago-
nismo a fitopatégenos.

Os estudos dos endofiticos em plantas tropi-
cais tém recebido ultimamente muita atencdo,
possivelmente pela diversidade, pelo excelente
potencial de fonte de novos compostos biologica-
mente ativos e pelos beneficios que podem pro-
porcionar as plantas (PHOTITA et al., 2001).

Pesquisas envolvendo fungos endofiticos em
fruteiras so poucas no Brasil, tendo sido relata-
dos isolamentos de tecidos de plantas de agai
(Euterpe oleracea Mart.) (RODRIGUES, 1994),
coco (Cocus nucifera L.) (MARIANO et al.,
1997), banana (Musa acuminata Colla)
(PEREIRA et al., 1999), caja (Spondias mombin
L.) (RODRIGUES & SAMUELS, 1999), caju
(Anacardium ocidentale L.) (OLIVEIRA, 1999),
citros (Citrus limon L.) (ARAUJO et al., 2001),
pinha (Annona squamosa L.) e graviola (Annona
muricata L.) (SILVA, 2003). Em pinha e gravio-
la (SILVA, 2003) e em outras culturas como al-
goddo (Gossypium hirsutum L.) (GASONI &
GURFINKEL, 1997), milho (Zea mays L.) e fu-
mo (Nicotiana tabacum L.) (VARMA et al,
1999), hortela-pimenta (Mentha piperita L.)
(MUCIARELLI et al., 2003), fungos endofiticos
apresentaram respostas promissoras na promogao
do crescimento dessas plantas.

Em maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis
Sims. f. sp. flavicarpa Deg.), uma cultura que se
difundiu largamente por quase todos os estados
do Brasil a partir da década de 70 (LIBERATO
& COSTA, 2001), inexistem estudos com fungos
endofiticos e os beneficios destes para a producéo
de mudas.

Microrganismos endofiticos que colonizam
tecidos das plantas produzem enzimas hidroliti-
cas extracelulares como mecanismos de resistén-
cia para superar as defesas do hospedeiro contra
invasdo microbiana e/ou para obter nutrientes do
solo (TAN & ZOU, 2001). Tais enzimas incluem
pectinases, esterases, celulases e lipases
(PETRINI et al., 1992). Como forma de estabele-
cer o papel funciona dos fungos endofiticos se
faz necessario, entre outros fatores, a deteccéo
dessas enzimas (CARROLL & PETRINI, 1983).

O presente trabalho foi desenvolvido com os
objetivos de isolar, detectar a producdo de enzi-
mas hidroliticas extracelulares e avaliar o com-

portamento de fungos endofiticos na promogao
do crescimento de mudas de maracujazeiro-
amarelo.

MATERIAL E METODOS

Para realizar o isolamento de fungos endofiti-
cos oito amostras de plantas de maracujazeiro-
amarelo aparentemente sadias, coletadas em po-
mares de Pernambuco, foram separadas em fo-
Ihas, caules e raizes, lavadas com sabdo, desin-
festadas em alcool a 70% por 30 segundos e hi-
poclorito de sodio a 1,5% (produto comercial
com 2%) por quatro minutos, lavadas em agua
destilada esterilizada e colocadas para secar em
papel de filtro esterilizado. Apbs desinfestacdo,
discos foliares (5 mm didmetro) e fragmentos do
caule eraiz (5 mm comprimento) foram transferi-
dos para placas de Petri contendo o meio batata-
dextrose-agar (BDA) suplementado com o antibi-
Gtico cloranfenicol (100 mg L) e incubados a
temperatura ambiente (28+2°C). O experimento
foi conduzido em delineamento inteiramente ca-
sualizado em arranjo fatorial de 8 x 3, correspon-
dendo a oito amostras e trés partes da planta
(folha, caule eraiz), com quatro repeticoes, sendo
a unidade experimental constituida por oito
discos/fragmentos de tecido vegetal. Ap6s cinco
dias foi determinada a taxa de colonizagdo (TC)
(PHOTITA et al., 2001), onde TC = nimero total
de discos/segmentos com um ou mais isolado
fungico em relagdo ao total de discos/segmentos
da amostra, expressa em percentagem.

As colbnias flngicas que se apresentavam
distintas umas das outras, de acordo com obser-
vagdes macroscopicas (coloragdo e caracteristicas
de crescimento em meio de cultura), foram puri-
ficadas em meio BDA, preservadas pelo método
da subcultura e armazenadas a +4°C. Para os es-
tudos posteriores foram sel ecionados 29 isolados,
os quais foram identificados ao nivel de género.

Para avaliagdo da producéo de enzimas amilo-
liticas, celulaliticas, lipoliticas e proteoliticas,
discos (5 mm diémetro) de micélio dos fungos
endofiticos cultivados em BDA por cinco dias
foram transferidos para o centro de placas de
Petri contendo o meio de cultura da enzima espe-
cifica (HANKIN & ANAGNOSTAKIS 1975;
NEIROTII & AZEVEDO, 1988; SARATH et al.,
1989) e incubados a temperatura ambiente
(28+2°C). A atividade enzimdtica foi estimada
seis dias apods a incubagdo, medindo-se os diame-
tros dos halos de degradacé@o, tomando-se dois
diémetros perpendiculares do halo e subtraindo-
se da média computada o didmetro do crescimen-
to da colénia. O experimento foi inteiramente
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casualizado com 29 tratamentos (isolados flngi-
cos) e quatro repeticdes, sendo a unidade experi-
mental constituida por uma placa de Petri conten-
do um disco de micélio do fungo endofitico.

Para a montagem do ensaio de promogdo do
crescimento, sementes extraidas do fruto do ma-
racujazeiro-amarel o foram semeadas em bandejas
de isopor contendo o substrato organo-vegetal
Plantmax e apds 30 dias, quando a pléantul as apre-
sentavam as primeira folhas definitivas, foram
transplantadas para potes (500mL) contendo a
mistura solo desinfestado e substrato (1:1 v/v).
Antes do transplantio, trés discos com 5 mm do
crescimento do fungo endofitico cultivado em
meio BDA durante cinco dias, foram colocados
no interior das covas de plantio de cada planta,
em contato direto com o sistema radicular. No-
venta dias apds a inoculago foram avaliados
altura e biomassa fresca e seca da parte aérea e
raiz. O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo, em delineamento inteiramente casuali-
zado com 30 tratamentos (29 isolados fungicos e
um controle ndo inoculado) e quatro repeticdes,
sendo a unidade experimental constituida por
umaplanta.

Os dados obtidos nos experimentos foram
submetidos & andlise de variancia e as médias

RESUL TADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 93 isolados de fungos endofiti-
cos do maracujazeiro-amarelo, sendo 45 de fo-
Ihas, 29 de caules e 19 de raizes. Diferengas sig-
nificativas (P=0,05) na taxa de colonizagdo de
cada parte da planta foram observadas entre as
amostras, com percentuais variando de 59,8 a
92,4% em folhas, de 27,2 a 90,0% nos caules e
de 2,4 a 87,2% nas raizes (Tabela 1). Quando as
partes da planta de cada amostra foram compara-
das, verificou-se diferenca significativa entre
elas, com excecdo da amostra 2 (Campus
UFRPE/Recife-PE). Os resultados indicam que
fungos endofiticos sdo encontrados nas folhas,
caules e raizes de plantas de maracujazeiro-
amarelo, podendo ser utilizada no processo de
isolamento qualquer uma dessas partes da planta,
com destaque para as folhas onde foram observa-
das, de maneirageral, as maiores taxas de coloni-
zacdo (Tabela 1). Photita et al. (2001) também
observaram diferencas nas taxas de colonizagéo
por fungos endofiticos de acordo com o tecido de
bananeira utilizado no estudo, encontrando me-
nores taxas no pseudocaul e das plantas.

Foram identificados entre os 29 isolados de
fungos endofiticos selecionados, os géneros Fu-
sariumLink:Fr. (44,82%) e Colletotrichum Cor-

Tabela 1. Taxas de colonizacdo de 6rgdos de plantas sadias de maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis
f. sp. flavicarpa) por fungos endofiticos, coletados em diferentes municipios de Pernambuco.

Taxa de Colonizagdo (%)
NUmero da amostrae Local de coleta Folha Caule Raiz

1. Campus UFRPE/Recife 59,80B1 79,6abA 44,8cB
2. Campus UFRPE/Recife 72,0abA 64,8bcA 75,0abA
3. Jardim S8o Paulo/Recife 64,8bA 27,2eB 47,2cA
4. Limoeiro 89,8aA 84,6aA 57,2bcB
5. Agua Preta 92,4aA 30,0eB 2,4dC
6. Campus UFRPE/Recife 87,28A 54,6cdB 87,28A
7. Limoeiro 89,8aA 90,0aA 57,2bcB
8. Agua Preta 79,8abA 37,4deB 17,2dC

1 Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, mindscula na coluna, maitiscula nalinha

comparadas pelo teste de Duncan ou Scott-Knott
(P=0,05), com o auxilio do programa SAEG
(Sistema de Andlise Estatistica e Genética, UFV,
Vigosa, MG).

da in Sturm. (37,93%) como os mais presentes,
tendo sido encontrados nas folhas, caules e raizes
de maracujazeiro-amarelo (Tabela 2). Também
foram identificados na populagéo endofitica des-
sa cultura, em menores percentuais (3,45% cada),
0S géneros Acremonium Link:Fr., Glomerella

Médias seguidas da mesma letra, mindsculas na coluna e maitsculas nalinha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Duncan ao nivel de 5% de probabilidade (C.V.=23,7%)
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Stoteman, Curvularia Boedijn e Alternaria Nees
ex Wallroth em folhas, e Aspergillus P. Mich.ex
Link;Fr. em caule. Verificou-se que isolados do
mesmo género apresentaram-se iguais morfotipi-
camente. Alguns desses géneros de fungos endo-
fiticos ja foram isolados de tecidos sadios de ou-
tras fruteiras, tais como Fusariume Colletotri-
chum em coqueiro (MARIANO et al., 1997),
bananeira (PHOTITA et al., 2001), caueiro
(OLIVEIRA, 1999), pinha e graviola (SILVA,

atividade lipolitica com halos variando de 1,52 a
3,74 cm (Tabela2). Segundo Tan & Zou (2001) a
atividade enzimética é varidvel, estando relacio-
nada & especificidade entre o hospedeiro e o en-
dofitico. A produgéo de enzimas lipoliticas por
alguns endofiticos pode indicar um mecanismo
de resisténcia para superar as defesas do hospe-
deiro contra invasdo ou para obter nutrientes do
hospedeiro no processo de colonizagéo, ou ainda,
ser uma enzima relacionada a patogenicidade do

Tabela 2. Identificagdo e atividade lipolitica de isolados de fungos endofiticos obtidos de diversos 6r-
géos de plantas sadias de maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulisf. sp. flavicarpa).

Isolado Orgao da planta Género Atividade lipolitica
Diémetro do halo de degra-
dagdo (cm)*
EM6 Folha Acremonium -
EM11 Folha Colletotrichum 1,52
EM20 Folha Colletotrichum 2,04
EM24 Folha Glomerella 3,74
EM72 Folha Fusarium 1,86
EM78 Caule Colletotrichum -
EM81 Raiz Colletotrichum 2,44
EM83 Raiz Colletotrichum -
EM88 Caule Colletotrichum -
EM102 Raiz Fusarium -
EM107 Raiz Fusarium -
EM119 Raiz Fusarium -
EM123 Raiz Fusarium -
EM129 Folha Colletotrichum -
EM134 Folha Fusarium -
EM135 Folha Fusarium 1,94
EM138 Caule Fusarium -
EM139 Folha Curvularia -
EM141 Caule Fusarium -
EM142 Caule Fusarium -
EM150 Folha Colletotrichum 1,60
EM151 Folha Colletotrichum -
EM155 Caule Fusarium -
EM157 Caule Fusarium -
EM160 Raiz Colletotrichum -
EM170 Caule Aspergillus -
EM172 Folha Colletotrichum 2,02
EM173 Folha Alternaria -
EM176 Raiz Fusarium -

* Média de quatro repeticdes. (-) ausénciade atividade enzimética

2003); Acremonium em cajueiro (OLIVEIRA,
1999), pinha e graviola (SILVA, 2003); Alterna-
ria sp. em coqueiro (MARIANO et al., 1997) e
cajueiro (OLIVEIRA, 1999); e Aspergillus e Glo-
merella em graviola (SILVA, 2003).

Nenhum dos 29 isolados produziu enzimas
proteoliticas, celuloliticas e amiloliticas e oito
isolados, a maioria oriundos de folhas e perten-
centes ao género Colletotrichum (EM11, EM50,
EM172, EM20 e EMB81), Fusarium (EM72 e
EM135) e Glomerella (EM24), apresentaram

endofitico ao hospedeiro (BATEMAN & BA-
SHAM, 1976; TAN & ZOU, 2001). Atividade
lipolitica também foi detectada por Silva (2003)
em fungos endofiticos dos géneros Colletotri-
chum e Fusarium obtidos de plantas de pinha e
graviola

No teste de promogéo de crescimento de mu-
das de maracujazeiro-amarelo, quatro isolados
(EM151, EM135, EM170 e EM72) diferiram
significativamente (P=0,05) da testemunhacom a
altura da planta variando de 57,0 a 74,9 g; 20
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isolados (EM151, EM135, EM170, EM173,
EM 155, EM141, EM11, EM160, EM139,
EM142, EM20, EM107, EM129, EM176, EM81,
EM78, EM83, EM102, EM6 e EM150) com bio-
massa fresca da parte aérea variando de 5,38 a
7,22 g; 14 isolados (EM151, EM173, EM155,
M138, EM139, EM142, EM20, EM107, EM129,
EM176, EM78, EM102, EM6 e EM150) com
biomassa frescadaraiz variando de 5,10 a 8,25 g;
e sete isolados (EM 173, EM 155, EM138, EM11,
EM139, EM20 e EM6) com biomassa seca da
raiz variando de 2,10 a 2,72 g (Tabela 3). Dife-
rindo significativamente (P=0,05) da testemunha
em pelo menos duas das varidveis analisadas
destacaramse os isolados EM173 Alternaria),
EM155 (Fusarium), EM139 (Curvularia), EM20

mentaram a biomassa fresca da parte aérea e raiz
e biomassa seca da raiz, e o isolados EM151
(Colletotrichum) que aumentou a atura e bio-
massa fresca da parte aérea e raiz (Tabela 3).
Esses isolados pertencentes a diferentes géneros
proporcionaram incrementos das biomassas fres-
ca da parte aérea, fresca da raiz e seca da raiz,
respectivamente de até 108,4, 204,4 e 70,2%.

A quantidade de biomassa produzida pelo
vegetal € baseada na quantidade de radiagéo in-
terceptada e em sua eficiéncia de conversdo de
matéria seca (CHARLES-EDWARDS, 1982).
Dessa forma, 0 aumento da biomassa seca na raiz
de maracujazeiro-amarelo, bem como das outras
variaveis, indica uma melhoria na qualidade das
mudas para o transplantio ao campo, 0 que possi-

Tabela 3. Efeito de fungos endofiticos na promogao de crescimento de mudas de maracujazeiro-amarelo
(Passiflora edulisf. sp. flavicarpa), 90 dias apds ainoculagdo, em de casa de vegetacéo.

Tratamento Altura Biomassafresca Biomassasecada Biomassafresca Biomassasecada
(cm) da parte aérea (g) parte aérea daraiz (g) raiz
© ©)]

M22 74,90 at 6,67 a 131la 6,98 a 1,39b
M 135 60,18 a 549 a 1,09 a 410b 1,73b
M170 59,05 a 6,18 a 1,19a 3,80b 151b
M72 57,00 a 3,87b 1,20a 243Db 1,38b
M173 46,15b 6,77 a 151 a 5,65 a 2,10a
M 155 43,08 b 6,84 a 1,26 a 5,97 a 2,50 a
M138 38,70b 4,68 b 1,32a 6,34a 272a
M141 38,50b 544 a 146 a 4,00b 155b
M11 37,98 b 549 a 1,26 a 401b 2,23a
M 160 37,70b 538a 1,26a 3,50b 1,93b
M123 36,60 b 3,13b 101la 2,60b 152b
M134 36,38 b 3,89b 1,19a 2.80b 164b
M139 35,78b 5,67 a 1,18a 6,79 a 2,57 a
M119 34,18b 3,99b 1,18 a 2,740 157b
M142 33,62b 572a 1,32a 510a 1,92b
M157 33,62b 452b 0,99 a 2,58 b 155b
M20 31,05b 6,87 a 121a 711a 2,3la
M107 31,00b 6,45a 1,04 a 555a 157b
TEST 30,38b 3440 1,08a 2,71b 151b
M88 29,70 b 3,90b 1,09 a 2,86 b 153b
M129 29,68 b 722a 1,26a 6,26 a 1,49b
M176 29,52 b 6,78a 1,06 a 6,22a 167b
M8l 28,90 b 6,52 a 1,18a 3,36b 1,76 b
M78 28,78 b 711a 1,14a 6,18 a 1,48b
M83 2855b 520a 1,06 a 3,02b 1,85b
M24 27,25b 476 b 0,85a 439b 1,40b
M102 27,20b 6,28 a 1,10a 6,48 a 1,73b
M6 26,72b 717 a 1,25a 8,25a 2,3la
M172 2555b 3,35b 0,97 a 446b 1,69b
M 150 2535h 6,56 a 111la 521a 1,14b
C.V. (%) 25,60 26,39 21,61 28,43 25,78

1 Média de 4 repeticoes. M édias seguidas da mesma | etra na coluna ndo diferem significativamente entre s pelo teste de agrupa-

mento de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

(Colletotrichum) e EM6 (Acremonium), que au-

bilitara uma reducdo do tempo das mesmas em
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viveiro. Embora ndo estejam totalmente elucida-
dos os mecanismos envolvidos na promogéo de
crescimento vegetal pelos fungos endofiticos,
existe a possibilidade desses fungos promoverem
0 crescimento mais rapido da planta devido a
producdo de fitohorménios (AZEVEDO, 1998),
aumento da capacidade de absorcdo de minerais
como nitrogénio e fésforo (GASONI & GUR-
FINKEL, 1997) e outras substéncias
(MUCCIARELLI et al., 2003).

Na literatura existem relatos, embora escas-
sos, da utilizacdo de fungos endofiticos na pro-
mocao de crescimento de plantas. Gasoni & Gur-
finkel (1997) verificaram a eficiéncia do endofiti-
co Cladorrhinum faecundissimum Saccardo &
Marchal. na promocé&o do crescimento de plantas
de algod&o pela melhoria da absorcéo do fésforo.
O fungo endofitico Piriformospora indica Verma
et al. tem mostrado eficiéncia na floricultura,
horticultura e agroflorestal, aumentando a produ-
¢do comercial de diversas culturas, tais como
fumo e milho (VARMA et al., 1999). Mucciarelli
et al. (2003) verificaram que plantas de hortel&-
pimenta (Mentha piperita L.) tratadas com o fun-
go endofitico PGP-HSF, isolado dessa cultura,
apresentaram maior porte e folhas mais expandi-
das, com incrementos no peso seco das folhas e
areafoliar, sugerindo ganho real de metabdlicose
fotossintetisados, bem como melhoria na arquite-
tura da raiz com maior biomassa seca. Em pinha,
onze isolados de fungos endofiticos dos géneros
Acremonium, Colletotrichum Phomopsis, Cylin-
drocladiumMorg., Chaetomium Kunze e Fusari-
um promoveram eficientemente o crescimento de
mudas, com incremento da biomassa seca da par-
te aéreade até 32,7% (SILVA, 2003).

Dos seis isolados selecionados como 0s mais
eficientes na promogao de crescimento de mudas
de maracujazeiro-amarelo apenas o isolado
EM20 (Colletotrichum) apresentou atividade
lipolitica, mas ndo foi patogénico a essa cultura,
0 que indica que as lipases para esse isolado fun-
gico provavelmente estdo envolvidas na obtencéo
de nutrientes pelo endofitico.

CONCLUSOES

Fungos endofiticos estéo presentes nas fol has,
caules e raizes de maracujazeiro-amarelo, com
maiores taxas de colonizagdo observadas nas
folhas.

Oito isolados fingicos endofiticos (EM11,
EM50, EM172, EM20, EM81, EM72, EM135 e
EM24) produziram enzimas lipoliticas e seis
(EM173, EM155, EM139, EM20, EM6 e
EM151), apresentam potencial na promogédo de

crescimento de mudas de maracujazeiro-amarelo,
com incremento da biomassa fresca da parte aé-
reaefrescaesecadaraiz.
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