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RESUMO

Fungos endofiticos do género Muscodor sdo conhecidos por produzirem
compostos organicos volateis, que tém propriedades antifingicas e antibacterianas,
0 que 0s tornam aptos para o controle biolégico de patdégenos, especialmente de
pés-colheita. Trabalhos anteriores apresentam isolados deste género, obtidos no
Brasil, com capacidade de inibir in vitro o crescimento do fitopatdgeno
Phyllosticta citricarpa, causador da mancha preta dos citros (MPC). Os objetivos
deste trabalho foram bioprospectar e identificar novos isolados de Muscodor em
plantas de interesse comercial e/ou uso medicinal;, caracterizar a morfologia dos
isolados e verificar seu potencial uso para o biocontrole de fungos fitopatogénicos.
Foram realizados isolamentos com onze espécies vegetais: Laranja doce
(Citrus sinensis), Lima da pérsia (Citrus limettioides), Limao cravo (Citrus bigaradia),
Café (Coffea sp.), Espinheira santa (Maytenus ilicifolia), Perpétua do Brasil
(Alternanthera brasiliana), Hortela (Mentha sp.), Ginkgo Biloba (Ginkgo biloba),
Boldo (Plectranthus barbatus), Aroeira (Schinus terebinthifolius) e Pata de vaca
(Bauhinia forficata). Em média, foram desinfestadas superficialmente dez folhas por
espécie vegetal e quatro fragmentos de folha (1cm?), escolhidos aleatoriamente,
foram depositados em placas de Petri com meio BDA, contendo um indculo do fungo
Muscodor sp., isolado LGMF1254 da cole¢cdo do LabGeM, com cinco dias de
crescimento a 25 °C. De cada espécie vegetal foram preparadas de 9 a 12 placas.
De todas as plantas foram obtidos isolados fungicos, porém nove apresentaram
morfologia compativel com este género, sendo cinco obtidos das folhas de A.
brasiliana, dois de C. limettioides e dois de Coffea sp. Estes nove isolados foram
utilizados em testes de antagonismo contra os fitopatégenos Phyllosticta citricarpa
(25 °C), Penicillium digitatum (25 °C) e Colletotrichum graminicola (23 °C). Nos
tratamentos, os patdgenos foram inoculados em placas de Petri com meio BDA
contendo os isolados ja com cinco dias de crescimento. Como controle, foi inoculado
somente o patégeno. Todas as combinacdes foram preparadas com cinco replicatas.
Os resultados foram avaliados com os programas ImageJ, para a medicdo da area
das colbnias, e Assistat, para a analise estatistica, onde foi feita a ANOVA (Andlise
de Variancia) e o teste de Tukey para as médias ou Kruskal-Wallis, quando
necessario. As analises foram realizadas a cada sete dias para P. citricarpa e a cada
dois dias para os demais patdgenos. Os isolados 33F4 e 107F2, obtidos de
A. brasiliana e Coffea sp. respectivamente, apresentaram os melhores resultados de
inibicdo do crescimento de P. digitatum, e os isolados 28F2 e 106F1, de
C. limettioides e Coffea sp. respectivamente, inibiram significativamente o
crescimento de C. graminicola. O experimento com P. citricarpa segue em
andamento. Estes resultados preliminares indica a existéncia de isolados com
capacidade de inibicdo deste patdgeno. Estes resultados indicam que quatro
isolados obtidos possuem potencial para uso no controle biolégico dos fungos
fitopatogénicos. A confirmacédo da identidade destes isolados como pertencentes ao
género Muscodor esta sendo feita com o sequenciamento da regido ITS do rDNA.

Palavras-chave: Bioprospecgdo, controle biolégico, fungos endofiticos, plantas
medicinais, Muscodor, Xilariaceae.



ABSTRACT

Endophytic fungi from the genus Muscodor are known to produce volatile
organic compounds (VOCs) with antifungal and antibacterial properties, which make
them suitable for biological control of phytopathogens, especially postharvest
diseases. Previous works developed by this research group have isolated three
strains of this genus in Brazil, with the ability to inhibit in vitro the growth of the
pathogen Phyllosticta citricarpa, the causal agent of the citrus black spot (CBS)
disease. The objectives of this study were bioprospect and identify new isolates of
Muscodor from plants with commercial interest, and/or medicinal use; characterize
the morphology of the strains obtained and verify their potential use for the biological
control of some plant pathogenic fungi. Isolations were performed in eleven plant
species, being: Sweet orange (Citrus sinensis), Palestinian sweet lime
(Citrus limettioides), Rangpur lime (Citrus bigaradia), Coffee (Coffea sp.), Espinheira
Santa (Maytenus ilicifolia), Penicillin (Alternanthera brasiliana), Mint (Mentha sp.),
Ginkgo Biloba (Ginkgo biloba), Indian Coleus (Plectranthus barbatus), Brazilian
Peppertree (Schinus terebinthifolius), Brazilian orchid tree (Bauhinia forficata). In
average, ten leaves from each species were superficially disinfected and four
fragments (1cm?), chosen randomly, were deposited on Petri plates (9 to 12 for each
plant) with PDA medium, previously inoculated with Muscodor sp., five days of
growth at 25 °C. From all the plants were obtained fungal isolates, but only nine
presented morphology compatible with this genus, five obtained from the leaves of
A. brasiliana, two of C. limettioides and two of Coffea sp. These nine isolates were
inoculated in Petri plates with PDA medium and after five days the plant pathogens
Phyllosticta citricicarpa (25 ©°C), Penicillium digitatum (25 ©°C) and
Colletotrichum graminicola (23 °C) were inoculated to perform the antagonism tests.
As control, only the pathogens were inoculated. All combinations were prepared with
five replicates. The results were evaluated with programs ImageJ, for measuring the
area of the colonies, and Assistat, for statistical analysis, where the ANOVA (analysis
of variance) and Tukey test for medium or Kruskal-Wallis was used when necessary.
Analyses were performed at every seven days for P. citricarpa during 21 days and
the others each two days during 10 days. The 33F4 and 107F2 isolates obtained
from A. brasiliana and Coffea sp. respectively, had the best results for growth
inhibition of P. digitatum and isolated 28F2 and 106F1, from C. limettioides and
Coffea sp. respectively, significantly inhibited the growth of C. graminicola. The
experiment with P. citricarpa is still in progress. The analysis of these results
indicates the existence of endophytes from A. brasiliana, C. limettioides and
Coffea sp. capable of inhibiting phytopathogens. This fact highlight that these isolates
have potential for its use as biological control agents. The identity of these isolates as
belonging to the genus Muscodor is being confirmed with the sequencing of the ITS
rDNA region.

Key words: Bioprospection, biological control, endophytic fungi, medical plants,
Muscodor, Xilariaceae.
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1 INTRODUCAO

Conhecidos desde o século XIX, microrganismos endofiticos habitam o
interior das plantas de forma assintomatica. No entanto, a partir da década de 70,
verificou-se que muitos fungos endofiticos podem apresentar caracteristicas que
beneficiam a planta, protegendo-a contra insetos, microrganismos patogénicos e até
contra herbivoria, pela producédo de toxinas, antibiéticos, fatores de crescimento e
outras substancias importantes para a sobrevivéncia do hospedeiro por esses
microrganismos (AZEVEDO, 1998).

Atualmente o principal meio utilizado para controlar doencas fangicas,
especialmente de poés-colheita, conter prejuizos na agricultura € pelo uso de
fungicidas (NUNES, 2012). O uso de microrganismos no controle biologico de
pragas, patdgenos e ervas-daninhas é uma forma alternativa aos agroquimicos, pois
muitos fungos endofiticos sdo capazes de produzir metabdlitos secundarios que
inibem o desenvolvimento de patdgenos (LI; STROBEL, 2001, ZOU; TAN, 2001).
Além do uso constante de agroquimicos poder favorecer a selecdo de patdgenos
resistentes e causar prejuizos a salde humana e de animais, e também contaminar
o ambiente (BRENT; HOLLOMON, 2007, SHARMA; SINGH; SINGH, 2009, LI et al.,
2012).

Dentre os fungos endofiticos capazes de produzir metabdlitos secundarios
com atividade biol6ogica estdo fungos do género Muscodor (WORAPONG et al.,
2001). Muitos compostos organicos volateis (COVs) produzidos por fungos deste
género apresentam acdes de inibicdo ou até de letalidade, em alguns casos, contra
outros microrganismos, bactérias e fungos patogénicos humanos e fitopatogénicos,
nematddeos e certos insetos (EZRA; HESS; STROBEL, 2004, GRIMME et al., 2007,
SUWANNARACH et al., 2010, STROBEL, 2011, SAXENA; MESHRAM; KAPOOR,
2014) Por esse motivo, diferentes COVs produzidos por Muscodor possuem grande
potencial para uso pela industria biotecnoldgica e produtores agricolas, favorecendo
0 uso em culturas organicas. COVs demonstram potencial fitoprotetor para o
tratamento de sementes, flores e frutos e outras partes das plantas quando
armazenadas ou enquanto sao transportadas, reduzindo ou suprimindo lesbes e
doencgas provocadas por microrganismos (WORAPONG; STROBEL; HESS, 2001,
STINSON et al., 2003, MERCIER; JIMENEZ, 2004).
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Em experimentos anteriores de bioprospeccdo de endofiticos com
capacidade de inibicdo do crescimento de Phyllosticta citricarpa, fungo
fitopatogénico causador da mancha preta dos citros (MPC), foram realizados
isolamentos de fungos endofiticos de folhas saudaveis de laranja doce,
Citrus sinensis (L.) Osbeck, de onde foi obtido um isolado fangico do género
Muscodor, atualmente catalogado como LGMF1254 na colecdo de Microrganismos
do Laboratério de Genética de Microrganismos da UFPR (LabGeM). Como os COVs
produzidos por este género sdo capazes de inibir o crescimento de varias espécies
de microrganismos, mas ndo sdo capazes de inibir o crescimento de isolados do
proprio género, o isolado LGMF1254 foi utilizado para favorecer a obtencdo de
novos exemplares deste género. Para isso, foi inoculado conjuntamente com
fragmentos foliares previamente desinfestados de aroeira, Schinus terebinthifolius
Raddi. Foram obtidos mais dois exemplares deste género com esta metodologia,
gue passaram a integrar a colecdo de microrganismos do LabGeM, catalogados
como LGMF1255 e LGMF1256 (PENA, 2014).

Por se tratar de um género que apenas recentemente foi descrito
(WORAPONG et al., 2001), e por sua caracteristica de ndo apresentar conidios,
estima-se que possam ainda existir muitas espécies desconhecidas abrigadas em
outras plantas e com grande potencial de uso biotecnolégico. Por isso, justifica-se a
importancia da obtencdo de novos isolados deste género, de forma a permitir a
compreensao de seu potencial como antagonista a patdgenos e também os
mecanismos de interacdo com a planta hospedeira, a fim de aumentar o potencial de
biocontrole para que estes possam se tornar uma alternativa real e viavel para ser

utilizada tanto nas fases de pré e pos-colheita.



13

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter novos isolados de fungos endofiticos do género Muscodor.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolar fungos endofiticos de plantas de interesse com propriedades
medicinais e/ou importancia econdémica.

- Caracterizar os isolados por macromorfologia em meio de cultura e por
microscopia.

- Verificar o potencial dos isolados obtidos como antagonistas dos fungos
fitopatogénicos Phyllosticta citricarpa, Penicilium digitatum e
Colletotrichum graminicola.

- Identificar os isolados promissores por meio do sequenciamento da regiao
ITS1-5.8S-ITS2 do DNA ribossomal.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FUNGOS

Os fungos sao organismos heterétrofos unicelulares ou pluricelulares, estes
ultimos caracterizados pela formacdo de estruturas filamentosas, as hifas, que
constituem o micélio. Na fase reprodutiva, o micélio forma estruturas assexuadas
e/ou sexuadas que originam 0S esporos, principais responsaveis pela propagacéo
das espécies (MAIA; CARVALHO JUNIOR, 2010). Formam um grande grupo,
diverso e amplamente disseminado de microrganismos, bolores, cogumelos e
leveduras. S&o conhecidas atualmente cerca de 100.000 espécies de fungos,
estimando-se a possibilidade de existirem até 1,5 milhdes de espécies. Os fungos
formam um grupo filogeneticamente distinto de outros organismos, s&o
quimiorganotroficos, geralmente apresentando exigéncias nutricionais simples,
sendo a maioria aerdbia (MADIGAN et al., 2010).

Os fungos tém caracteristicas heterotréficas, isto €, ndo sdo capazes de
realizar fotossintese, portanto necessitam de material organico para sobreviver,
sendo a sua nutricdo feita por absor¢cédo de nutrientes gracas a presenca de enzimas
que sdo produzidas por eles e degradam substratos como, celulose e amido.
(AZEVEDO; ESPOSITO, 2010).

Alguns grupos de fungos séo especializados e apresentam a capacidade de
reter nematéides, formar relacdes simbidticas (liquens), nutrir ou proteger plantas
(micorrizas e endofiticos) (BORGES, 2016). No entanto, at¢é o momento a
descoberta de produtos naturais provenientes do universo microbiano apresenta-se
praticamente inexplorada (KUSARI; SPITELLER, 2011) e dentro deste contexto 0s
fungos, em particular os endofiticos, estdo sendo vistos como a nova fonte de
substancias uteis na agricultura, industria alimenticia e farmacéutica (STROBEL,;
DAISY, 2003).

3.2 FUNGOS ENDOFITICOS
Os microrganismos endofiticos foram mencionados pela primeira vez no

inicio do século XIX, mas foi Bary (1866) quem primeiro os diferenciou de patdgenos

de plantas. Estima-se que das 300 mil espécies de plantas que existem na terra,
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cada uma hospede no interior de seus tecidos um ou mais fungos endofiticos
(CHOWDHARY et al., 2012).

Geralmente o0s microrganismos endofiticos adentram as plantas por
aberturas naturais e feridas. Umas das portas de entrada mais utilizadas pelos
endofiticos sdo as raizes, pois a emergéncia de raizes secundérias laterais sempre
€ acompanhada por uma lesdo, que serve de entrada para 0os microrganismos. O
préprio crescimento das raizes, penetrando o solo, gera abrasfes que facilitam a
entrada de microrganismos. Outras portas de entrada sao aberturas naturais como
estbmatos e hidatddios, aberturas causadas por insetos e por estruturas de fungos
patogénicos, ou ainda por feridas que ocorrem durante a colheita de frutos, podendo
haver alguns endofiticos transmitidos por meio de sementes, e neste caso 0
endofitico pode permanecer alojado na planta hospedeira por toda sua vida (MELO,;
AZEVEDO, 1998).

Em associa¢cbes simbidticas, os endofiticos podem produzir ou induzir a
producdo de metabdlitos que podem auxiliar a planta evitando o ataque de
herbivoros, no aumento da tolerancia a estresses abioticos e no controle de ataque
de insetos ou outros patogenos (KAUL et al., 2012; CHANDRA, 2012). A partir da
década de 90, os endofiticos comecaram a ser estudados pelo seu potencial
biotecnolégico e seu possivel uso para controle de doencas em plantas, por meio da
inibicdo do crescimento de fitopatbgenos. Esse tipo de controle biologico ja era
considerado uma alternativa ao uso de fungicidas, pois fungos que habitam o interior
de plantas competem por espaco e nutrientes com patégenos, podendo reduzir o
desenvolvimento de doengas (AZEVEDO,1997).

3.2.1 Género Muscodor

O primeiro fungo do género Muscodor descrito por Worapong, Strobel e
Hess, em 2001, foi Muscodor albus, descoberto em uma arvore de canela,
Cinnamomum zeylanicum Blume, e este despertou um grande interesse dos
pesquisadores, pois 0s compostos produzidos por ele possuem um amplo espectro
antimicrobiano (STROBEL, et al., 2001). Atualmente sdo reconhecidas 19 espécies
deste género (MYCOBANK, 2016). Estdo descritos na literatura: M. roseus
(WORAPONG et al, 2002), M. vitigenus (DAISY et al., 2002), M. crispans
(MITCHELL et al., 2008), M. yucatanensis (GONZALEZ et al., 2009),
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M. fengyangensis (ZHANG et al., 2010), M. cinnamomi (SUWANNARACH et al.,
2010), M. sutura (KUDALKAR et al., 2012), M. musae, M. oryzae, M. equiseti e
M. suthepensis (SUWANNARACH et al, 2012), M. kashayum (MESHRAM;
KAPOOR; SAXENA, 2013), M. darjeelingensis (SAXENA; MESHRAM; KAPOOR;
2014), M. strobelii (MESHRAM; SAXENA; KAPOOR, 2014), M. tigerii (SAXENA;
MESHRAM; KAPOOR, 2015), M. ghoomensis, M. indica e M. indicus (MESHRAM,;
GUPTA; SAXENA, 2015). A espécie M. coffeanum (HONGSANAN et al., 2015) e
M. heaveae estdo descritas na literatura, porém ainda ndo estdo relacionada no
banco de dados Mycobank (SIRI-UDOM; SUWANNARACH; LUMYONG, 2015).
Fungos deste género nédo produzem esporos, e sdo conhecidos por sua propriedade
de produzir diversos COVs, que tém propriedades antifiUngicas, antibacterianas e
alguns até inseticida (KUDALKAR et al., 2012).

Os fungos do género Muscodor sédo conhecidos por seu potencial
antagonista contra uma enorme variedade de fungos e bactérias patogenicos, tanto
de plantas como de humanos, tais como, Pythium ultimum, Phytophthora cinnamoni,
Rhizoctonia solani, Ustilago hordei, Stagnospora nodorum, Sclerotinia sclerotiorum,
Aspergillus fumigatus, Verticillum dahliae, Goetrichum sp., Botrytis sp., Fusarium sp.,
Colletotrichum lagenarium, Cercospora sp., Rhizoctonia solani, Magnaporthe oryzae,
Sclerotium rolfsii, Didymella bryoniae, Magnaporthe oryzae, Escherichia coli,
Staphlococcus aureus, Micrococcus luteus, Candida albicans e Bacillus cereus
(ZHANG et al., 2010, STROBEL, 2011, YUAN et al., 2011, KUDALKAR et al., 2012,
BANERJEE et al., 2013, MESHRAM; KAPOOR; SAXENA, 2013, SIRI-UDOM;
SUWANNARACH; LUMYONG, 2015).

3.3 PLANTAS DE INTERESSE MEDICINAL E/OU ECONOMICO

As plantas medicinais podem ser utilizadas de diversas maneiras e com
diferentes propositos, seja in natura, com partes inteiras ou sob a forma para
preparacdo de chas e outros tipos de preparos caseiros. S8o destinadas ao uso
domeéstico ou em rituais religiosos, espirituais de cura e transcendéncia sob a forma
pulverizada, extratos brutos ou fracdes enriquecidas, extratos padronizados, tinturas,
extratos fluidos, po6s, comprimidos, capsulas, e ainda, serem submetidas a
sucessivos processos de extracdo e purificacdo, para isolamento das substancias de
interesse (RATES, 2001).
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Plantas medicinais representam uma boa fonte de microrganismos
endofiticos com potencial biotecnolégico (LACAVA; SEBASTIANES; AZEVEDO,
2010). No entanto, o conhecimento acerca desta variedade de microrganismos e
suas propriedades ainda € bastante restrito, tendo em vista a biodiversidade de
espécies vegetais que habitam as florestas tropicais e eventualmente podem abrigar
inUmeras espécies de microrganismos que podem produzir novos produtos bioativos
(STROBEL; DAISY, 2003).

3.3.1 Citrus sp.

As plantas citricas (Figura 1) ocupam o primeiro lugar na producdo mundial
de frutos, sendo as laranjas responsaveis por 64% do volume de producdo (NEVES;
BOTEON, 1998), e o Brasil é segundo maior produtor de laranja do mundo (FAO,
2016). Seus frutos sdo consumidos ao natural, em saladas, saladas de frutas,
acompanhamento de feijoada, ingrediente de bolos e outros preparados. O pericarpo
da laranja (parte branca) seco € usado como tempero e para o preparo de chas.
Também sendo utilizados em Oleos e cremes corporais para massagem COmMo
calmante, banhos de imersao aroméaticos, para tratar de calosidades e em pomadas
e géis para dermatites e eczemas (FONSECA, 2016).

Figura 1. Exemplar de Iiméo—cro (itrs bigaradia).
Fonte: Lorena Carolina Pefia, 2016.
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3.3.2 Alternanthera brasiliana

Popularmente conhecidas como “penicilina” ou “perpétua-do-Brasil” as
plantas do género Alternanthera, (familia Amaranthaceae), sdo reconhecidas por
suas propriedades farmacologicas, tais como: anti-viral, anti-microbiana,
hepatoprotetora, anti-fiUngica, anti-diarréica, e analgésica. (FERREIRA et al., 2003).
A. brasiliana (L.) Kuntze (Figura 2) é uma espécie herbacea perene que se
desenvolve nas regi6es Norte, Nordeste, Sudeste e Sul do Brasil, em areas com
solos drenados ou encharcados ocupados por lavouras anuais ou perenes
(MOREIRA; BRAGANCA, 2011).

Figura 2. Exemplar de Alternanthera brasiliana.
Fonte: Lorena Carolina Pefia, 2016.

3.3.3 Mentha sp.

O género Mentha é taxonomicamente complexo, em relacdo a variagdo na
plasticidade fenotipica e a variabilidade genética. Muitas espécies sdo capazes de
hibridizagdo com outras (HALLIDAY; BEADLE, 1972). Menta € o nome comum de
aproximadamente 25 espécies perenes do género Mentha (Figura 3), familia
Lamiaceae, que se desenvolvem melhor em regides de clima temperado, conhecida

de familia das mentas, pelo fato de as plantas dessa familia serem caracterizadas
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por suas folhagens aromaticas. As mentas verdadeiras, entretanto, sdo restritas a
pequenos grupos e por muitos hibridos (JOLY, 1998). S&o cultivadas como ervas,
cujas folhas podem ser secas e usadas como flavorizantes e seu 0leo essencial é
utilizado como aromatizante pelas inddstrias farmacéuticas em fragrancias, na
medicina por suas propriedades como anti-séptico, calmante, digestivo, estomaquico

e expectorante e também como condimento alimentar.

Figura 3. Exemplar de Mentha sp.
Fonte:<http://loghouseplants.com/plants/wp-content/uploads/2012/01/Mint_NativeSpearmint.jpg>.
Acesso em: 01/06/2016.

3.3.4 Maytenus ilicifolia

A Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek € conhecida popularmente como
"espinheira-santa”, "cancerosa", "cancorosa-de-sete-espinhos" e "maiteno"”, dentre
outros nomes. Nativa do Brasil, M. ilicifolia é largamente utilizada na medicina
popular, tendo seu uso conhecido a partir da década de 20, desde quando se tem
algum registro escrito de sua utilizacdo para combater varias doencas, dentre as
quais podem-se destacar, gastrites, Ulceras e dispepsias. Possui acdes tonicas,
analgésicas, anti-sépticas, cicatrizantes, diuréticas e laxativas. Atualmente ha
estudos que afirmam que a M. ilicifolia apresenta, também, atividades
antineoplasica, antimicrobiana e atividade imunologica (SANTOS-OLIVEIRA,;
COULAUD-CUNHA; COLAGCO, 2009).
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Figura 4. Exemplar de Maytenus ilicifolia.
Fonte: <http://i607.photobucket.com/albums/tt156/curaplantas/0072.jpg>. Acesso em: 01/06/2016.

3.3.5 Coffea sp.

O género Coffea, da familia Rubiaceae, se divide em quatro se¢fes, sendo a
Eucoffea a de maior importancia econdmica, pois abrange as espécies mais
cultivadas para o consumo do café, que apresenta as espécies Coffea arabica L. e
Coffea canephora Pierre, respondendo, respectivamente, por 70% e 30% do café
comercializado no mundo (MELO; SOUZA, 2011). A planta de café (Figura 5) é
originada da Etiopia, centro da Africa. Os manuscritos mais antigos datam de 575 no
Yémen, onde era consumido como fruto in natura. Somente no século XVI, na
Pérsia, os primeiros graos de café foram torrados para transformar-se na bebida que
hoje conhecemos. Atualmente o Brasil € o maior produtor mundial de café, sendo
responsavel por 30% do mercado internacional, volume equivalente a soma da
producédo dos outros seis maiores paises produtores. E também o segundo mercado
consumidor, atras somente dos Estados Unidos (ABIC, 2010).

O café é utilizado popularmente como antiemético, antinarcético, inibidor de
apetite, cardio-estimulante, diurético, laxante, relaxante muscular e vaso constritor, e
ainda para diminuir os sintomas da asma, constipacdo, fadiga, enxaqueca,
obesidade, paralisia e para o alivio de dores. Além de ser um estimulante bastante
conhecido, é utilizado de forma medicinal para potencializar o efeito de outras
substancias presentes no corpo, assim como ajuda a aumentar as agoes lenitivas de
analgésicos (PLANTAS MEDICINAIS FITOTERAPIA, 2016).
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Figura 5. Exemplar de Coffea sp.
Fonte: A autora, 2016.

3.3.6 Ginkgo biloba

A espécie Ginkgo biloba L. (Figura 6) é empregada na medicina tradicional
chinesa ha séculos, apresentando registros de sua utilizacdo pela medicina popular
chinesa em 2800 a.C., para casos de doencas respiratorias, sendo referida como
um fossil vivo (BITENCOURT; MAYER; ZUFFELLATO-RIBAS, 2007). E a Unica
integrante da familia Ginkgoaceae (LORENZI; MATOS, 2002). E uma arvore alta e
robusta de folhas com ruptura vertical divididas em dois I6bulos, em forma de leque
e extremamente resistente. Pertence ao grupo das gimnospermas, com
caracteristicas morfolégicas peculiares devido a disposicao estrutural das folhas e o
sistema vascular relativamente primitivo.

O Ocidente iniciou intensamente a pesquisa de seu uso medicamentoso em
meados do século XX, e em 1965 o extrato de G. biloba foi introduzido na medicina.
A literatura indica o emprego do extrato para os disturbios do sistema nervoso
central e periférico, deficiéncia da circulacdo sanguinea e aterosclerose cerebral
(MICHEL, 1986).
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e A
Figura 6. Exemplar de Ginkgo biloba.
Fonte:  <http://www.homeopathyandmore.com/med_images/Ginkgo_Biloba.jpg>.  Acesso em:
01/06/2016.

3.3.7 Plectranthus barbatus

Vulgarmente conhecido como boldo-do-brasil, malva-santa, sete-dores e
tapete-de-oxal4, Plectranthus barbatus Andr. (Figura 7), espécie provavelmente
originaria da Africa, € amplamente cultivada em todo o Brasil e utilizada tanto na
medicina popular como na forma de medicamentos fitoterapicos, por suas
propriedades analgésica e antidispéptica a ela atribuidas. Constitui uma das plantas
mais citadas em levantamentos etnobotanicos de plantas medicinais do Brasil.
Trata-se de um arbusto aromético perene de ramos eretos e sub-lenhosos, que
atingem de 1 a 1,5 m de altura. Folhas ovado-oblongas, pilosas e grossas com
bordos denteados. Flores de coloracdo azulada crescem em racemos (espigas) que
surgem na estacéo chuvosa (COSTA; NASCIMENTO, 2003).
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Figura 7. Exemplar de Plectrantus barbatus.
Fonte: A autora, 2016.

3.3.8 Schinus terebinthifolius

Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira-vermelha) (Figura 8) é uma espécie
nativa da América do Sul, pertencente a familia Anacardiaceae. No Brasil, ocorre
principalmente de Pernambuco até o Rio Grande do Sul em diversos tipos de
formacdes vegetais. Devido a sua grande dispersao, apresenta diversas aplicacdes,
principalmente pela madeira, na extragdo de taninos, em paisagiSmo e uso
medicinal. S. terebinthifolius é uma das plantas mais conhecidas popularmente no
tratamento de inflamacdes uterinas e na cicatrizagédo de feridas e Ulceras e tem sido
testada cientificamente sua agéo antimicrobiana e antioxidante (SANTOS et al.,
2010).

Além destas aplicagbes, produz, entre outros compostos, flavondides,
taninos e 6leos essenciais. De todos 0os metabdlitos secundarios sintetizados pelos
vegetais, os alcaldides e os 6leos essenciais formam o grupo de compostos com
maior nimero de substancias biologicamente ativas. Trabalhos desenvolvidos com
extratos brutos ou Oleos essenciais, obtidos a partir de plantas medicinais tém
indicado seu potencial no controle de fitopatbgenos, assim como atividade
fungistatica (SIDDIQUI et al., 1996, CUNICO et al., 1999).
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Figura 8. Exemplar de Schinus terebinthifolius.
Fonte: A autora, 2016.

3.3.9 Baubhinia forficata

Bauhinia forficata Link (Figura 9), conhecida como Pata de Vaca,
pertencente ao género Bauhinia, familia Caesalpinioidea e subfamilia, Fabaceae,
consiste em uma espeécie nativa da Ameérica do Sul, distribuindo-se pela Argentina,
Paraguai, Uruguai, Bolivia e Brasil; sendo que no Brasil, encontra-se principalmente
nas regides do Rio de Janeiro até o Rio Grande do Sul (SILVA et al., 2012). A
infusdo das folhas de B. forficata é utilizada na medicina popular brasileira como
agente diurético, hipoglicemiante, tdnico, depurativo, no combate a elefantiase e na
reducdo da glicosuria (MARTINS et al., 1998).
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Fonte: A autora, 2016.

3.4 FUNGOS FITOPATOGENICOS

As culturas exploradas economicamente s&o infectadas por indmeros
fitopatégenos. Eles causam sérias doencas e, dependendo do patdbgeno, ocasionam
lesbes nos o6rgaos de reserva (frutos, sementes, etc.), no caule, nas raizes, no
sistema vascular (xilema), tombam plantulas ou plantas bem desenvolvidas e ainda,
dependendo da intensidade da doenca, levam as plantas a morte. Essas doencgas
propiciam queda de producdo e, consequentemente, prejuizos financeiros para 0s
produtores. Os sintomas comumente causados sdo: podriddo, tombamento de
plantulas, podriddo de raizes, lesbes escuras ou avermelhadas no caule, folhas
amareladas e murchas, escurecimento ou avermelhamento do sistema vascular e
galhas nas raizes (BUENO; FISCHER, 2006).

3.4.1 Phyllosticta citricarpa

A mancha preta dos citros (MPC), causada pelo fungo fitopatogénico
Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Van der Aa, provoca lesdes nos frutos de citros
ainda em desenvolvimento ou ap6s serem colhidos, afetando todas as variedades
de laranja doce (Citrus sinensis), limdes verdadeiros (Citrus limon e Citrus limonia),
pomelos (Citrus maxima) e algumas variedades de tangerina (Citrus reticulata)
(BALDASSARI; WICKERT; GOES, 2008). Esta é uma das mais importantes doencas
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que limitam o valor comercial dos frutos colhidos, e também é frequentemente
associada a alergias devido a o grande numero de esporos que produz e com
toxicidade devido a sua producdo de micotoxina patulina (MARCEL-HOUBEN et al.,
2012). Estes frutos podem enfrentar barreira fitossanitaria inviabilizando a
exportacdo in natura, assim como sao preteridos no mercado interno de frutas
frescas, representando uma perda de até um quarto da producdo em paises em
desenvolvimento, devido ao manuseio e condi¢cdes inadequadas de armazenamento
(KIMATI; BERGAMIN FILHO; AMORIM, 2005, DROBY, 2006, LIU et al., 2013).

Figura 10. Placa de Petri contendo isolado de P. citricarpa inoculado em meio BDA ap6s 30 dias de
crescimento.
Fonte: A autora, 2016.

3.4.2 Colletotrichum graminicola

O milho (Zea mays L.) € uma das principais culturas da agricultura brasileira
e mundial, ocupando, no Brasil, uma area agricola de aproximadamente 56 milhdes
de hectares, com uma producdo anual de 84.660 mil toneladas por ano, sendo o
terceiro maior produtor do mundo, atras apenas dos Estados Unidos e China, que
produzem, respectivamente 345.596 e 224.580 mil toneladas ao ano (CONAB,
2016). Sdo muitas as doencas que acomentem a cultura do milho, dentre elas a
antracnose, causada pelo fungo C. graminicola (Ces.) Wils, pode se manifestar em
qualquer parte da planta, como raiz, sementes e, principalmente, colmo e folhas. No
Brasil, C. graminicola esta amplamente distribuido nas regibes produtoras de milho
(BARBOSA, 2001).
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Tem havido dificuldade na obtencé&o de cultivares com resisténcia duradoura
a alguns patégenos, principalmente ao C. graminicola, devido a alta variabilidade
apresentada por esse patdgeno. Em vista disso, o controle de fitopatdbgenos por
agentes biologicos tornou-se uma alternativa que vem sendo estudada e estimulada,
por meio dos conhecimentos obtidos sobre a eficiéncia de controle de fitopatégenos
por microrganismos produtores de compostos de acdo antagbnica aos patdgenos
(EMBRAPA, 2003).

B — =
Figura 11. Placa de Petri contendo isolado de C. graminicola inoculado em meio BDA apdés 30 dias de
crescimento.

3.4.3 Penicillium digitatum

As perdas econdbmicas ocasionadas por doencas de pos-colheita
representam um dos principais problemas da citricultura brasileira e mundial. Varios
fatores relacionados com o fruto, os patégenos, as condi¢des climatolégicas e as
condicBes em pos-colheita determinam a incidéncia e a severidade destas doencas.
O bolor verde, causado por Penicillium digitatum, € a principal doenca em pos-
colheita de frutos citricos em todo o mundo, especialmente em climas quentes
(FISCHER; LOURENCO; AMORIN, 2008).

A infeccéo pelo patdgeno ocorre por meio de ferimentos onde os nutrientes
estdo disponiveis e estimulam a germinacdo dos esporos depositados na superficie
do fruto (LARANJEIRA et al., 2005). Como forma de controlar esse patdégeno, vém
sendo utilizadas praticas culturais visando a reduzir a incidéncia no campo, o
tratamento quimico, a irradiacdo e a termoterapia. Os tratamentos quimicos sdo 0s

mais utilizados, em pré e pdés-colheita. Alternativas visando a reducdo do uso de
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fungicidas vém sendo pesquisadas e com resultados promissores no controle de
vérios fitopatdgenos. Enfoque particular vem sendo dado ao controle biolégico e ao
uso de extratos de planta, produtos alimentares, aditivos de alimentos, residuos da
producdo de alimentos e de conservadores de alimentos no controle de doencas de
plantas de forma geral (SHOLBERG; GAUNCE, 1995).

Figura 12. Placa de Petri contendo isolado de P. digitatum inoculado em meio BDA apés 15 dias de
crescimento.

3.5 ISOLAMENTO DE FUNGOS ENDOFITICOS

Alguns cuidados devem ser tomados para que os fungos endofiticos sejam
isolados. A desinfestacdo superficial da folha é etapa fundamental para o processo
de isolamento, para que os fungos epifiticos, que habitam somente a parte externa
das folhas ndo sejam também isolados. Os tempos de tratamento e concentracédo
dos agentes desinfetantes podem variar, dependendo do tipo de material a ser
utilizado para tal procedimento, (AZEVEDO, 1998). Temperatura de isolamento,
meios de cultura e até o auxilio de substéncias seletivas, como antibidticos,
fungicidas ou até outros microrganismos com alguma capacidade de inibicdo ou de
selecdo de determinados fungos, s&o outras variaveis passiveis de serem
controladas para uma melhor obtengcéo dos fungos de interesse (NETO; AZEVEDO,;
ARAUJO, 2002, WORAPONG et al., 2002).
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3.6 IDENTIFICACAO DE FUNGOS POR SEQUENCIAMENTO DE DNA

A partir de 1970, com o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular,
foram gerados muitos dados utilizados para a identificagdo e filogenia de
microrganismos, sendo que alguns grupos foram confirmados e outros redefinidos
(ALBERTS et al.,, 2010). As regides Internal Transcribed Spacer (ITS) do RNA
ribossomal sédo regides conservadas do DNA que auxiliam no estabelecimento de
relacoes filogenéticas e distingdo de espécies. A identificacdo de fungos endofiticos
tem sido realizada por meio de regides ITS que possibilitam a identificacdo de
géneros de fungos isolados de plantas, por meio da amplificacdo e sequenciamento
desses isolados, que sdo conferidos com um banco de dados, possibilitando
futuramente sua utilizacdo em processos biotecnoldgicos.

Dentre todas as regifes testadas, as regides ITS1 e ITS2 tem a maior
probabilidade de identificagdo bem sucedida para a mais ampla gama de fungos,
mostrando variacdo inter e intraespecificas (SCHOCH et al., 2012). O fato
desse cluster génico apresentar algumas regides altamente conservadas e
outras variaveis, tem permitido a analise de variagdo de diferentes niveis
taxonémicos (FUNGARO, 2000). Desta forma, esta regido foi eleita para representar

o “DNA barcode” para fungos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ISOLAMENTO

Foram realizados experimentos de isolamento fdngico, utilizando folhas de
Citrus sinensis, Citrus bigaradia e Citrus limettioides, coletadas na localidade
25°26°25.168"S 49°17°47.385"0, em Curitiba-PR, bairro Batel,
Alternanthera brasiliana coletada na localidade 25°27°4.504”S 49°17°22.001"0O, em
Curitiba-PR, bairro Reboucas, Mentha sp. e Maytenus ilicifolia coletadas na
localidade 25°52'26.151”S 49°29’52.101”0, em Quitandinha-PR, bairro Anta Magra,
Coffea sp., Ginkgo biloba, Plectranthus barbatus, Schinus terebinthifolius e
Bauhinia forficata coletas na localidade 25°26°'52.64’S 49°14°00.38"0, em
Curitiba-PR, no Centro Politécnico da UFPR, bairro Jardim das Américas.

Em média, dez folhas por espécies vegetal foram desinfestadas
superficialmente com agua e sabdo neutro sob agua corrente, depois imergidas em
alcool 70% por 1 minuto, por tempos variados entre 30 segundos e trés minutos em
hipoclorito de sddio (NaClO) 2%, de acordo a espessura da folha, conforme Quadro
1, novamente em alcool 70% por 30 segundos, e em agua destilada por dois tempos
de 6 minutos (adaptado de PETRINI et al., 1991).

Planta hospedeira N° de folhas

(Nome cieﬁtifico) Tempo em NaClO utilizadas
Citrus sinensis 3 min 11
Citrus limettioides 1 min; 1 min e 30 seg* 11
Citrus bigaradia 3 min 6
Coffea sp. 30 seg; 1 min* 14
Maytenus ilicifolia 3 min 9
Alternanthera brasiliana | 45 seg 6
Mentha sp. 1 min 9
Ginkgo biloba 1 min 5
Plectranthus barbatus 1 min 5
Schinus terebinthifolius 3 min 10
Bauhinia forficata 1 min 5

Quadro 1. Tempo de desinfestacao e nimero de folhas utilizadas no isolamento. *Quando nao houve
crescimento de fungos no isolamento o experimento foi repetido reduzindo-se o tempo de exposi¢ao
ao NacClO.

Fonte: A autora, 2016.

Apés a desinfestacdo, as folhas foram fragmentadas em pedacos de
aproximadamente 1cmz?, e dispostas em placas de Petri com meio batata-dextrose-

agar (BDA) comercial, marca Sigma, previamente inoculadas com Muscodor sp.,
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isolado LGMF1254, cinco dias antes, tendo em vista que os fungos do género
Muscodor ndo sdo inibidores de fungos do mesmo género, conforme protocolo
adaptado de Worapong et al. (2002) e Zhang et al. (2010). Para auxiliar na
identificacdo dos isolados, cada fragmento de folha depositado recebeu uma
numeracéo de F1 a F4, de acordo com sua posi¢cao sobre a placa (Figura 13). De
cada espécie vegetal foram preparadas de 9 a 12 placas que foram vedadas com
fita adesiva, incubadas a 25+2 °C e avaliadas visualmente todos os dias durante 15

dias.

Figura 13. Montagem do isolamento com o in6culo de Muscodor sp. LGMF1254 e fragmentos de
amostras vegetais identificadas com o n° dos fragmentos das folhas.
Fonte: A autora.

Dentre os fungos que cresceram agueles que possuiam morfologia com
alguma semelhanca visual a outros do género Muscodor, foram repicados em novas

placas com BDA, com repique Unico central.

4.2 TESTES DE ANTAGONISMO

A atividade antifingica produzida pelos isolados foi testada utilizando
método de bioensaio adaptado de Ezra, Hess e Strobel (2004). Foram inoculados,
em placas de Petri com BDA, um disco de micélio cortado com 5 mm de diametro
dos isolados obtidos e incubados a 25+2 °C durante 5 dias para crescimento e
producdo de compostos organicos volateis. ApGs esse periodo, os fitopatégenos
foram inoculados. Um disco de micélio de 5 mm de didmetro de C. graminicola e
P. citricarpa, e um pequeno fragmento de micélio inoculado com palito para
P. digitatum a 5 cm de distancia do fungo a ser testado. Como controle, as placas
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foram inoculadas somente com os fitopatégenos desprovidas dos isolados a serem
testados, permitindo que as colénias crescam normalmente (Figura 14). As placas
foram incubadas a 25+2 °C para P. citricarpa e P. digitatum e a 22+1 °C para
C. graminicola. As placas foram avaliadas a cada dois dias, durante 10 dias para
C. graminicola e P. digitatum, e apds 7, 14 e 21 dias para P. citricarpa. A acdo de
inibicdo foi determinada por medicdo da diferenca na area do crescimento de
microrganismos em teste e placas de controle com auxilio do programa ImageJ
v1.50i e a andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada por meio do programa
Assistat v7.7 pelo teste de Tukey ou Kruskal-Walis, quando nédo foi possivel
determinar a normalidade dos dados.

Figura 14. Foto esquematica do experimento de antagonismo. A: Controle, com apenas o patdogeno
inoculado. B: A esquerda o isolado a ser testado com 5 dias de crescimento prévio e a direita o
in6culo do patégeno.

Fonte: A autora, 2016.

4.3 CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS

Foi realizada caracterizacdo morfolégica dos isolados obtidos por meio de
inspecao visual das placas de cultivo e preparo de laminas histolégicas por
raspagem do micélio coradas com azul de algodao e observadas por microscopia de

luz.
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4.4 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS POR SEQUENCIAMENTO DA REGIAO ITS

Esta sendo realizado o sequenciamento da regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA
dos isolados que obtiveram os melhores resultados no teste de antagonismo, a fim

de identificar os mesmos em nivel de género.

4.4.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada por fenol, conforme protocolo adaptado de
Raeder e Broda, (1985). Foram inoculados seis fragmentos de micélio em placas de
Petri contendo BDA coberto por celofane. Apés trés de crescimento em temperatura
de 25+2 °C, o micélio foi raspado e acondicionado em tubos Eppendorf. Aos tubos
contendo micélio, foram acrescidos 2000 uL de Tampao de Extragdo agitado no
vortex horizontalmente por cinco minutos. Em seguida, os tubos foram incubados
por 20 minutos em banho-maria a 60 °C e incubado no gelo por dez minutos.
Depois, foram transferidos para outro Eppendorf 900 uyL do sobrenadante e
adicionados 900 pyL de Clorofane e centrifugado a 10.000g. Com a separagdo em
duas fases, foram transferidos 800 yL da fase superior para outro tubo, e foi
adicionado o mesmo volume de Clorofil e agitado por cinco minutos a 10.000g.
Entdo foram transferidos 650 uL da fase superior para outro tubo, acrescimento de
dois volumes de etanol (1300 L) e centrifugado por 20 minutos a 10.000g. Foi
vertida a fase aquosa e adicionado 500 pL de etanol 70% e centrifugado por dez
minutos a 12.000g. Verteu-se novamente a fase aquosa, deixando-se secar
overnight em temperatura ambiente. Aplicou-se 0,5 yL de RNAse [20mg/mL] e 50 uL
de Tris-Cl pH de 7, [610mM], agitando-se manualmente e foi ressuspendendo por
uma hora.

As amostras de DNA foram quantificadas em gel de agarose 1%, em tampao
TAE 1X (TRIS-acetato 40mM e EDTA 1Mm, pH 8,3), aplicando-se 2 yL da amostra,
1 yL de tampédo e 5 pL de marcador Hind Il em pocos no gel e submetidas a 100 V
por 90 minutos. Apds o término da corrida, o gel foi visualizado sob luz ultravioleta
(312 nm) em um transiluminador EC3 System — UVP Biolmaging Systems (UVP, Inc.
Upland, CA-USA).
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4.4.2 Amplificacdo e sequenciamento da regido ITS do rDNA

Os iniciadores utilizados para a amplificacdo da regido ITS1-5.8S-ITS2 dos
isolados serdo ITS-1 e ITS-4 (WHITE; MARROW, 1990). A amplificac&o foi realizada
por reacao em cadeia da polimerase (PCR) com um volume final de 12,5 pL solugéao,
em agua Mili-Q contendo 1,25 uL de tampéo 10X para PCR, 1,5 mM de MgCl,, 0,2
mM de uma mistura de dNTP, 0,2 uM de cada primer, 10 ng de DNA extraido e 1,25
U de Tag DNA polimerase. A amplificacdo para a regiao IT1-5,8S-ITS2 do rDNA foi
realizada com desnaturacgao inicial a 94 °C por 5 minutos; 35 ciclos de 30 segundos
a 94 °C, 1 minuto a 55°C e 1 minutos a 72 °C; seguida de extenséao final de 3
minutos a 72 °C.

As amostras de DNA foram analisadas em gel de agarose 1%, em tampao
TAE 1X (TRIS-acetato 40mM e EDTA 1Mm, pH 8,3), aplicando-se 2 uL da amostra,
1 L de tampéo e 5 pL de marcador de peso molecular Kasvi 1kb (1000bp) em
pocos no gel e submetidas a 100 V por 90 minutos. Apdés o término da corrida, o gel
foi visualizado sob luz ultravioleta (312 nm) em um transiluminador EC3 System —
UVP Biolmaging Systems (UVP, Inc. Upland, CA-USA).

Para a purificacdo das PCRs, foram utilizadas as enzimas Exo 1 e Fast AP.
Para cada solucdo foram acrescidos ao produto da PCR 0,34 pL de agua Mili-Q e
0,33 pL de cada enzima. Para a finalizagdo da purificacdo as solugbes foram
colocadas no termociclador em um ciclo de 37 °C por 1 hora e 85 °C por 15 minutos.

Para quantificar o DNA obtido, usou-se um espectrofotbmetro
(NanoDrop®ND-1000 UV-Vis). Quando o NanoDrop mede a absorvancia a 260nm
obtém-se um valor, que multiplicado por 50 indica a concentracdo de DNA na
amostra, em ng/uL.

As amostras foram acondicionadas em tubos de 0,5 ml, 60 ng de DNA, 4,5
pmol de primere agua Mili-Q até o volume de 6 pl. As amostras foram secas
deixando o tubo aberto em estufa a 56+2 °C durante 60 minutos. As amostras foram
enviadas a empresa Ludwig Biotecnologia para realizagdo do sequenciamento
utilizando o equipamento ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) em
01/06/2016 e aguarda resultado.

A edicdo e o alinhamento das sequéncias obtidas serdo realizados com o
programa BioEdit v7.2.5 e MEGA. As sequéncias serdo confrontadas com as

sequéncias do banco de dados do GenBank utilizando o programa BLAST.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 BIOPROSPECCAO

Todas as espécies vegetais avaliadas apresentaram crescimento fungico, e
dentre eles 43 apresentaram semelhancas ao crescimento inicial de Muscodor e
foram isolados. Nove destes continuaram apresentando semelhancas morfolégicas
por inspecao visual com fungos do género Muscodor ao longo de seu crescimento,
tendo como comparacao os trés depositados na colecdo do LabGeM. Esses foram
nomeados provisoriamente de acordo com o numero da placa e do fragmento de
folha da qual foram isolados (Quadro 2) e foram analisados quando ao seu potencial

antagonista de fungos fitopatogénicos.

_ N© de N© de N.°de isolados o o
Planta hospedeira folhas isolados com morfologia Codigo provisorio
(Nome cientifico) 0 . semelhante a dos isolados
utilizadas | obtidos
Muscodor
Citrus sinensis 11 4 0
Citrus limettioides 11 3 2 28F2 e 135F2
Citrus bigaradia 6 2 0
Coffea sp. 14 3 2 1106F1 e 107F2
Maytenus ilicifolia 9 3 0
. 16F2, 33F4, 36F3,
Alternanthera brasiliana 6 11 5 38F1 e 38F4
Mentha sp. 9 0 0
Ginkgo biloba 5 3 0
Plectranthus barbatus 5 5 0
Schinus terebinthifolius 10 5 0
Bauhinia forficata 5 4 0

Quadro 2. Relacdo de isolados obtidos por espécie vegetal e nimero de isolados com acéo
antagonista.

5.2 ANTAGONISMO

Nos testes de antagonismo realizados, os isolados 33F4 e 107F2, obtidos,
respectivamente, de A. brasiliana e Coffea sp., apresentaram o0s melhores
resultados contra o fitopatdgeno P. digitatum, demonstrando uma reducao
significativa no crescimento do patégeno de 73,71% e 34,89%, respectivamente, aos
6 dias de tratamento (Figura 15) e 82,51% e 75,8%, respectivamente, no final do
tratamento aos 10 dias. Os isolados 28F2, 38F1, 38F4 e 106F1 também
apresentaram efeito de reducdo no crescimento do patégeno, porém esta ndo foi

estatisticamente significativa. Os resultados obtidos nos primeiros seis dias foram
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avaliados pela andlise da variancia (Anova) pelo Teste de Tukey, (Apéndice 1) e aos
dez dias de experimento foi realizado o teste de Kruskal Wallis, pois néo foi possivel

atestar a normalidade dos dados (Apéndice 2).

Figura 15. Teste de antagonismo contra o fungo P. digitatum apds 6 dias de tratamento. A e C:
Controle. B: A esquerda in6culo do isolado 33F3 e a direita indculo de P. digitatum. D: A esquerda
indculo do isolado 107F2 e a direita in6culo de P. digitatum. Fonte: A autora.

Os isolados 28F2 e 106F1, obtidos, respectivamente, de C. limettioides e
Coffea sp. apresentaram 0s melhores desempenhos contra
C. graminicola, inibindo seu crescimento em 56,18% e 47,36%, respectivamente,
aos 6 dias (Figura 16) e 71,56% e 68,98% ao final do periodo de 10 dias,
respectivamente. Os demais isolados 33F3, 38F1, 38F4 e 107F2, também
demonstraram alguma reducdo no crescimento do patdgeno, porém este nao foi
estatisticamente significativo. No entanto, ndo foram observadas visualmente
alteracdes na producdo de esporos tanto nos tratamento quanto no controle. Os
resultados obtidos nos primeiros dois dias foram avaliados pela andalise da variancia
(Anova) pelo Teste de Tukey, (Apéndice 3) e aos dez dias de experimento foi
realizado o teste de Kruskal Wallis, pois ndo foi possivel atestar a normalidade dos
dados (Apéndice 4).
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Figura 16. Inibicdo do crescimento de C. graminicola apos 6 dias de tratamento. A e C: Controle. B: A
esquerda indculo do isolado isolado 28F2 e a direita o in6culo de C. graminicola. D: A esquerda
indculo do isolado 106F1 a direita o in6culo de C. graminicola.

Para ambos os fitopatbgenos nao foi possivel mensurar o potencial
antagonista dos isolados 16F3 e 36F3 devido a contaminacéo do experimento, e por
isto foram deixados para estudos posteriores.

Para P. citricarpa nao foi possivel realizar a andlise estatistica dos dados, no
entanto, € possivel notar diferengas visuais no tamanho das colbénias formadas pelo
patdgeno no controle e nos tratamentos (Figura 17), apesar do fungo testado ter
sobreposto a colénia de P. citricarpa, o que indica uma possivel agdo antagonista
sobre o fitopatdgeno, conforme ja relatado por Polonio (2016), porém mais testes e a
repeticdo do experimento devem ser realizados modificando a metodologia,
inoculando o fungo testado e o patégeno no mesmo dia, ou utilizando-se placas com
divisérias, em funcao da diferenca de velocidade de crescimento entre eles, evitando
a sobreposicao das colbnias formadas.

N&o foi possivel testar o isolado 135F2, pois 0 mesmo havia sido obtido
somente no Ultimo experimento de isolamento realizado, e ndo havia crescido o

suficiente até a data da montagem dos experimentos de antagonismo.
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Figura 17. Inibicdo do crescimento de P. citricarpa apos 14 dias de tratamento. A e C: Controle. B: A
esquerda inéculo do isolado 33F3 e a direita 0 in6culo de P. citricarpa. D: Verso da imagem B em
detalhe a esquerda o inéculo de P. citricarpa.

Fonte: A autora, 2016.

5.3 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Ao observar os isolados de Muscodor sp., depositados na cole¢cdo do
LabGeM, LGMF1254, LGMF1255 e LGMF1256 (Figura 18), verifica-se que o0s
mesmos apresentam crescimento micelial formado por hifas brancas, ndo septadas
e ramificadas, bastante emaranhadas, sem uma organizacdo especifica, e auséncia
de estruturas produtoras de esporos, conforme j4 descrito na literatura para as
demais espécies ja descritas de Muscodor. Nota-se diferengas quanto a densidade
do micélio, sendo o isolado LGMF1254 formado por hifas mais compactas, enquanto
LGMF1255 e LGMF1256 apresentam hifas menos entrelacadas. Quanto a
macromorfologia, apresentam crescimento uniforme, colénia membranosa,
ligeiramente translicida e formam ranhuras radiais no meio de cultivo.
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Figura 18. Morfologia dos isolados depositados na colecdo do LabGeM. A esquerda: Visdo geral da
placa. A direita: Microscopia 6tica em aumento de 400x. A e B: LGMF1254. C e D: LGMF1255. Ee F
LGMF1256.

Ao comparar a morfologia dos isolados que obtiveram os melhores
resultados nos testes de antagonismo (Figura 19) com os isolados de Muscodor,
estes também ndo apresentam formag&o de esporos, sendo o isolado 106F1 o que
apresenta um micélio mais denso, assim como LGFM1254, os demais apresentam
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hifas menos compactadas. Quanto a sua macromorfologia, estes apresentam textura
algodonosa, pouco aderida ao meio de cultura. Com crescimento radial e uniforme.

100pm

Figura 19. Morfologia do isolados que apresentaram o0s melhores resultados nos testes de
antagonismo. A esquerda: Visao geral da placa. A direita: Microscopia 6tica em aumento de 400X.
A e B: Isolado 28F2. C e D: Isolado 33F4. E e F: Isolado 106F1. G e H: Isolado 107F2.
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Quanto ao isolado 135F2 (Figura 20), ndo foi possivel testar seu
desempenho quanto a inibicdo do crescimento dos fungos fitopatogénicos, no
entanto este destaca-se por ser 0 que apresentou a macromorfologia mais
semelhante aos isolados conhecidos de Muscodor, colénia de cor branca,
ligeiramente translicida, membranosa e forma ranhuras no meio de cultivo (Figura
20A). Também apresentou crescimento em forma de emaranhado de hifas, porém
estas parecem ser mais finas e enoveladas que o observado nos demais (Figura

20B) e auséncia de estruturas reprodutivas.

Figura 20. Morfologia do isolado 135F2. A esquerda: Visao geral da placa. A direita: Microscopia otica
em aumento de 400x.

Os demais isolados, 16F3, 36F3, 38F1 e 38F4 (Figura 21), apresentaram
colbnias algodonosas, crescimento radial, hifas emaranhas de cor branca e auséncia

de estruturas produtoras de esporos.
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Figura 21. Morfologia dos demais isolados testados. A esquerda: Visdo geral da placa. A direita:
Microscopia ética em aumento de 400X. A e B: Isolado 16F3. C e D: Isolado 36F3. E e F: Isolado
38F1. G e H: Isolado 38F4.



43

Os isolados obtidos inicialmente apresentaram morfologia semelhante ao
descrito para o género Muscodor e foram selecionados para os testes de
antagonismo. Porém, ap6s um periodo prolongado de crescimento, acima de 30
dias, alguns destes fungos comecaram a apresentar uma morfologia bastante
distinta da inicial e, portanto, diferente da morfologia observada nos isolados de
Muscodor sp.

Nesses isolados foi observada apresentacdo de pigmentos negros no verso
das placas de 33F4, acinzentados na frente da placa de 28F2 e 36F3 e castanhos
no verso das placas de 16F3, 28F2 e 36F3 (Figura 22) e crescimento vertical dentro
das placas de cultivo para os isolados 16F3 e 28F2 (Figura 23), tendo estas
estruturas sido avaliadas por microscopia de luz, ndo foi observada producdo de
esporos pelas mesmas até o momento.

Essas caracteristicas observadas sao bastante distintas daquelas descritas
para Muscodor, no entanto, ainda que estes possam nao pertencer a este género, o
gue ainda devera ser confirmado por meio de sequenciamento, sabe-se que outros
fungos produtores de compostos de interesse biotecnolégicos podem ser resistentes
a presenca de Muscodor, como relatado por Singh et al. (2011) para o fungo
Phomopsis sp., que apresenta uma ac¢ao antagonista a uma grande variedade de
fungos fitopatogénicos, tais como Colletotrichum lagenarium, Aspergillus fumigatus,

Fusarium solani e Sclerotinia sclerotiorum.
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Figura 22. Diferencas morfolégicas observadas nos isolados. A esquerda, frente das placas. A direita
verso das placas. A e B: 16F3. C e D: 28F2. E e F: 33F4. G e H: 36F3.
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Figura 23. Detalhe das estruturas de crescimento vertical observadas nas placas de cultivo. A: 16F3.
B: 28F2.

5.4 ANALISES MOLECULARES

A quantificacdo de DNA apds a extracdo de DNA dos isolados 28F2, 33F4,
107F2, 36F3, 38F4, 106F1, 135F2 e 38F1 foi realizada por eletroforese em gel de
agarose (Figura 24) e mensurada visualmente a quantidade de DNA obtida,
apresentando um alto volume de DNA para o isolado 33F4, intermediario para 0s
isolados 107F2, 135F2 e 38F1, e baixo volume para os isolados 28F2, 36F3, 38F4 e
106F1, mas ainda possivel de realizacdo a amplificacdo da regido ITS, sendo a
amostra obtida do isolado 33F4 diluida na propor¢éo 1:4 para a realizagdo da PCR.

N&o foi possivel realizar a extracdo de DNA para o isolado 16F2, pois o
mesmo ndo apresentou crescimento minimo necessario, inviabilizando a aplicacédo
do protocolo.

Marcador Isol. 36 TIsol,38,4 Isol. 106 Marcador Isol. 135 Isol. 38.1
s . g , . 4 ¥
(= R oy na/1 ua

— - -~
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Figura 24. Géis de extracado de DNA dos isolados 28F2, 33F4, 107F2, 36F3, 38F4, 106F1, 135F2 e
38F1 com uma banda visivel entre as faixas de 477 e 194 ng/1 ug.
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De acordo com o observado nos géis de PCR da amplificagéo da regido ITS
1-5.8S ITS2, foram obtidos fragmentos com tamanhos proximos a 600 pares de
bases para todos os isolados, tamanho este dentro do esperado para a regido

utilizando os iniciadores ITS1 e ITSA4.

Marcador Branco isol.28 isol.33 isol. 107 1sbl. 36 Isol. 38,4 Isol. 106 Marc 1k Marcador Brancs Isol 135 Isol 8.1

000 pb

Figura 25. Eletroforese da regido ITS amplificada dos isolados 28F2, 33F4, 107F2, 36F3, 38F4,
106F1, 135F2 e 38F1 apresentando aproximadamente 600 pares de base, comparados ao marcador
de 1kb.

A quantidade de DNA obtida ap6s a purificacdo da PCR foi confirmada por
meio de verificacdo em NanoDrop, sendo constatados 383,6 ng/uL para 28F2, 336,7
ng/uL para 33F4, 382,9 ng/ul para 107F2, 440,1 ng/uL para 36F3, 465 ng/uL para
38F1, 408,7 ng/uL para 38F4, 487,2 ng/uL para 106F1, 383,9 para 135F2.

Com base nos resultados do teste de antagonismo e na caracterizacao
morfologica, foram selecionados para realizar 0 sequenciamento os isolados 33F4,
107F2 e 135F2, no entanto, ainda n&o foram recebidos os resultados do

seguenciamento.
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CONCLUSOES

Todas as espécies vegetais utilizadas apresentaram crescimento de fungos
endofiticos

Somente nove fungos obtidos apresentaram morfologia semelhante aqueles
pertencentes ao género Muscodor.

As espécies vegetais Anternathera brasiliana, Coffea sp. e Citrus limettioides
apresentam fungos endofiticos com potencial no controle biolégico dos fungos
fitopatogénicos Penicillium digitatum e Colletotrichum graminicola.

Apenas com o0 sequenciamento da regido ITS serd possivel confirmar a

identidade dos isolados promissores.
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APENDICES

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

QUADRO DE ANALISE

Vv GL SO oM F
Tratamentos 9 2110.55590 351.75932 67.8625 **
Residuo 28 145.13551 5.18341

Total 34 2255.69142

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nédo significativo (p >= .05)

GL GLR F-crit F P
6 28 3.5276 67.8625 <.0001

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 34.71320 a
2 21.49340 bc
3 9.12560 d
4 19.15560 c
5 21.03280 bc
6 24.82160 Db
7 12.18740 d

dms = 4.506434

MG = 20.36137 Cv% = 11.18

Ponto médio = 22.27900

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

Normalidade dos dados (alfa = 5%)

Teste (Estatistica) Valor p-valor Normal
Shapiro-wilk (W) 0.94792 0.09783 Sim

Apéndice 1. Andlise estatistica do teste de antagonismo contra o fitopatdgeno Penicillum digitatum

aos 6 dias de tratamento.



ASSISTAT - TESTE DE KRUSKAL-WALLIS
Hipdétese nula

Os tratamentos provém de uma mesma populacdo

(HO) :

Ao nivel de 5% de probabilidade
= 12,5916
HO foi rejeitada

H =

Comparac¢ao

1 2 7.6
1 3 29.6
1 4 17.8
1 5 16.4
1 6 8.2
1 7 25.4
2 3 22

2 4 10.2
2 5 8.8
2 6 0.6
2 =7 17.8
3 4 11.8
3 5 13.2
3 6 21.4
3 7

4 5

4 6

4 7

5 6

5 7

6 7

N oYY DN

31.2958
p-valor < 0.05

Diferenca
19.
19.
19.
19.
19.
19.
19.
19.
19.
19.
19.
19.
19.
19.
19.
19.
19.
19.
19.
19.

H-crit

6878
6878
6878
6878
6878
6878
6878
6878
6878
6878
6878
6878
6878
6878
6878
6878
6878
6878
6878
6878
.6878

Média alfa-5%
33.0000 c
25.4000 bc

3.4000 a
15.2000 abc
16.6000 abc
24.8000 bc

7.6000 ab
alfa Diferentes
0.05 N&ao
0.05 Sim
0.05 N&o
0.05 N&ao
0.05 N&ao
0.05 Sim
0.05 Sim
0.05 N&o
0.05 Nao
0.05 N&o
0.05 N&ao
0.05 N&o
0.05 N&o
0.05 Sim
0.05 Nao
0.05 Nao
0.05 N&o
0.05 N&o
0.05 Nao
0.05 Nao
0.05 Nao

58.498
28.144
12.156
20.489
23.473
27.614
14.557

Apéndice 2. Andlise estatistica do teste de antagonismo contra o fitopatégeno Penicillum digitatum

aos 10 dias de tratamento.
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EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

QUADRO DE ANALISE

FV GL SQ oM F
Tratamentos [ 0.406242 0.07707 2.1953 ns
Residuo 28 0.98302 0.03511

Total 34 1.44544

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns ndo significativo (p >= .05)

GL GLR F-crit F P
6 28 2.4453 2.1953 0.0735

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

dms = 0.37564

MG = 1.39843 CV% = 13.40
Ponto médio = 1.51900

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

Normalidade dos dados (alfa = 5%)

Teste (Estatistica) Valor p-valor Normal

Shapiro-wilk (W) 0.94059 0.05830 Sim
DADOS
1.331 1.586 1.675 1.975 1.513
1.431 1.262 1.358 1.481 1.481
1.475 1.207 1.296 1.145 1.447
1.254 1.205 1.095 1.411 1.24¢6
1.339 1.368 1.583 1.191 1.932
1.157 1.436 1.510 1.510 1.450
1.245 1.063 1.625 1.383 1.279

Apéndice 3. Andlise estatistica do teste de antagonismo contra o fitopatégeno Colletotrichum
graminicola aos 2 dias de tratamento.
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ASSISTAT - TESTE DE KRUSKAL-WALLIS

Hipdétese nula (HO):
Os tratamentos provém de uma mesma populacdo

Ao nivel de 5% de probabilidade
H = 23.6295 H-crit = 12,5916
p-valor < 0.05 HO foi rejeitada

Tratamento Repetigdes SomaDosPostos Média alfa-5%
1 5 165.0000 33.0000 b
2 5 32.0000 6.4000 a
3 5 86.0000 17.2000 ab
4 5 107.0000 21.4000 ab
5 5 122.0000 24.4000 ab
6 5 50.0000 10.0000 a
7 5 68.0000 13.6000 ab

Comparagdo Diferenca DiferencaCrit alfa Diferentes
1 -2 26.6 19.6864 0.05 Sim
1 -3 15.8 19.6864 0.05 N&ao
1 -4 11.6 19.6864 0.05 N&ao
1 -5 8.6 19.6864 0.05 N&ao
1 -6 23 19.6864 0.05 Sim
1 -7 19.4 19.6864 0.05 Nao
2 -3 10.8 19.6864 0.05 Nao
2 - 4 15 19.6864 0.05 N&ao
2 -5 18 19.6864 0.05 N&ao
2 - 6 3.6 19.6864 0.05 N&ao
2 -1 7.2 19.6864 0.05 N&ao
3 -4 4.2 19.6864 0.05 N&ao
3 -5 7.2 19.6864 0.05 N&ao
3 -6 7.2 19.6864 0.05 N&ao
3 -7 3.6 19.6864 0.05 N&ao
4 - 5 3 19.6864 0.05 Nao
4 - 6 11.4 19.6864 0.05 Nao
4 - 7 7.8 19.6864 0.05 N&ao
5 -6 14.4 19.6864 0.05 N&ao
5 -7 10.8 19.6864 0.05 N&ao
6 - 7 3.6 19.6864 0.05 N&ao

DADOS

Apéndice 3. Andlise estatistica do teste de antagonismo contra o fitopatégeno Colletotrichum
graminicola aos 10 dias de tratamento.



