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RESUMO

Na busca de novos compostos de interesse biotecnoldgico destaca-se a
bioprospecc¢éo de microrganismos endofiticos. Esses organismos podem ser fungos
ou bactérias que se associam as espécies vegetais e ndo causam doenca em seu
hospedeiro, além disso, muitos possuem a capacidade de produzir metabdlitos
secundarios. Sabe-se ainda que a probabilidade de isolar uma nova espécie endofitica
que produza compostos de interesse é aumentada em nichos ecol6gicos pouco
explorados. Nesse contexto, foi realizada a bioprospeccédo de fungos endofiticos de
folhas e peciolos das plantas medicinais Vochysia divergens e Stryphnodendron
adstringens, encontradas no pantanal e no cerrado, respectivamente, sendo essas
regibes detentoras de altos indices de endemismo e de biodiversidade. Foram
isolados 1304 fungos que foram reunidos em 159 morfogrupos, totalizando uma
frequéncia de isolamento de 66,62%. ApdOs essa etapa foram selecionados 20
individuos (de morfogrupos diferentes) para producdo de extratos e avaliacao
antifangica frente ao fitopatégeno Colletotrichum abscissum, causador da queda
prematura de flores e frutos em citros (QPFC). Realizando o teste com os extratos foi
possivel perceber uma reducdo do crescimento do fungo C. abscissum em
comparacao com o controle negativo em todos os extratos testados, entretanto,
destacou-se a atividade antifungica do isolado 67. Os extratos desse isolado
promoveram reducdao significativa (71,7%) do crescimento micelial de C. abscissum,
sendo essa atividade inclusive superior a apresentada pelo fungicida Derosal®
(53,78%) utilizado no tratamento de doencas que acometem as partes aéreas nas

culturas de citros.

Palavras-chave: V. divergens, S. adstringens, Antifungico, Metabdlitos secundarios,

bioprospeccao.



ABSTRACT

In the search of new compounds of biotechnology interest, highlight the
bioprospecting of endophytic microorganisms. These organisms can be fungus or
bacteria that are associated with plant species without causing any disease to the host,
moreover some of them can produce secondary metabolites. In addition, the
probability of isolating new species that produce new compounds is increased in little
explored ecological niches. Thus, we performed the bioprospecting of endophytic fungi
of leaves and petioles of the medicinal plants Vochysia divergens and
Stryphnodendron adstringens. These plants are found in Pantanal and Cerrado
biomes in Brazil, characterized by regions with high rates of endemism and
biodiversity. A total of 1304 fungi were isolated and clustered into 159 morphotypes
with an isolation frequency of 66.62%. After this stage, 20 individuals (from different
morphotypes) were selected for the production of extracts and antifungal evaluation
against the phytopathogen Colletotrichum abscissum, the epidemiological agent of
Postbloom fruit drop (PFD) in citrus. The extracts tested showed a reduction C.
abscissum mycelial growth compared to the negative control in all tested extracts.
However, the antifungal activity of the isolate 67 was highlighted. Extracts from this
isolate promoted a significant reduction (71,1%) of the mycelial growth fo C.
abscissum, and this activity is even superior to that presented by the fungicide Derosal

(53,78%) used in the treatment of citrus diseases in citrus

Key words: V. divergens, S. adstringens, antifungal, secondary metabolites,

bioprospecting.
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1 INTRODUCAO

A biodiversidade Brasileira € considerada uma das mais ricas do mundo,
sendo que o Centro de Monitoramento de Conservacdo Ambiental da ONU colocou o
Brasil na lista dos 17 paises com maior biodiversidade. O Brasil possui entre 15% a
20% das 1,5 milhdes de espécies conhecidas em todo o planeta. Essa diversidade é
decorrente da ampla extensao do Brasil e por suas diversas condi¢cdes geogréficas e
climaticas, resultando em seis diferentes biomas. Segundo Forzza e colaboradores
(2010) existem cerca de e 40.989 espécies de plantas e fungos no Brasil, das quais
18.932 (46,2%) sdo endémicas do pais.

Além da rica biodiversidade, o Brasil é dotado de inUmeros conhecimentos
tradicionais, nos quais é comum o uso de plantas para fins medicinais. Entretanto
termo bioprospeccéo surgiu apenas no final do século XX, para cunhar o uso da
biodiversidade com objetivo de se explorar recursos genéticos e substancias
bioquimicas comerciaveis (LAIRD, 2002) e tem sido muito aplicado para exploracéo
de plantas medicinais e microrganismos associados. Portanto, a bioprospeccéo é uma
forma de se extrair valor econdmico da biodiversidade com a busca de enzimas,
compostos, genes ou metabdlitos com potencial farmacéutico ou industrial
(SACCARO JUNIOR, 2011).

Entre a busca de novos compostos de interesse destaca-se a bioprospeccgéo
de microrganismos endofiticos, sendo eles fungos ou bactérias que habitam,
geralmente, as partes aéreas de plantas (AZEVEDO,1998). Essa relacdo ecologica
microrganismo-planta pode ser comensal, ndo refletindo em efeito direto ao
hospedeiro, ou ainda pode ser simbionte mutualistica, em que os endofitos auxiliam
as plantas no crescimento ou no controle de patégenos (AZEVEDO,1998). Sabe-se
ainda que os endéfitos sdo capazes de produzir metabdlitos secundarios como
toxinas, antibiéticos, antifingicos e fatores de crescimento de grande interesse
biotecnolégico (CHAPLA et al., 2013).

De acordo com Conti e colaboradores (2012) os metabolitos secundarios
produzidos por endofitos podem estar associados com a planta hospedeira por
resultado de transferéncia genética durante a fase evolutiva. No trabalho de Stierle e
autores (1993) foi isolado um microrganismo endofitico capaz de produzir taxol

igualmente a planta hospedeira Taxus brevifolia. JA no trabalho de Dos Santos e
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colaboradores (2016) foi demonstrado o poder antifingico frente ao fitopatégeno
Phyllosticta Citricarpa a partir de extratos provenientes de enddfitos isolados.

Além disso, sabe-se que a probabilidade de isolar uma nova espécie
produtora de novos compostos € aumentada pelo estudo em nichos ecologicos pouco
explorados (SCHULZ et al. 2002). Neste sentido, o Pantanal representa um bioma
pouco estudado e de alta biodiversidade, caracterizando-se por inundagoes sazonais
de suas planicies. No periodo de cheia a regido se torna uma das maiores extensfes
Uumidas continuas do planeta e devido sua rica biodiversidade é considerada pela
UNESCO (Organizacao das Nag¢Oes Unidas para a Educacéo, a Ciéncia e a Cultura)
um Patrimonio Natural Mundial. Esse bioma possui extensdo de 137 mil km?,
ocupando a parte sul do Mato Grosso e a por¢cao noroeste do Mato Grosso do Sul
(LINHARES e GEWANDSZNAJDER, 1998). Ja o Cerrado, de acordo com dados do
Ministério do Meio Ambiente-MMA, é a savana mais rica em biodiversidade do mundo
e possui alto nivel de endemismo, o que coloca a regido na lista dos hotspots para a
conservacao. Além disso, € o segundo maior bioma do Brasil, totalizando 2.036.448
kmz2. Entretanto o cerrado é considerado o segundo bioma mais degradado do Brasil,
onde apenas 2,2% da sua area encontra-se legalmente protegida (KLINK e
MACHADO, 2005). Logo, as rapidas expansfes agricolas e pecuaristas levam a um
alto indice de degradacéo e colocam em risco a biodiversidade desse bioma e todo o
seu potencial ainda ndo conhecido.

A fim de associar valor a biodiversidade encontrada nesses dois biomas, a
exploracdo do potencial biotecnoldgico de endéfitos associados a plantas medicinais
€ uma alternativa. Foram selecionadas duas plantas utilizadas na medicina popular,
Vochysia divergens e Stryphnodendron adstringens (Figura 1). Vochysia divergens
(Vochysiaceae) conhecida popularmente como cambara, é encontrada no Pantanal
sul mato-grossense e é utilizada por comunidades tradicionais no tratamento de asma
e de infec¢des (HESS e MONACHE, 1999). Em 2015, Savi e colaboradores relataram
atividade antitumoral, antioxidante e antibiética de extratos produzidos a partir do
cultivo de endofitos da planta V. divergens. Também a partir desse hospedeiro foi
isolada uma nova espécie flungica, Phaeophleospora vochysiae, a qual produziu um
novo composto com elevada atividade antimicrobiana e baixo nivel de citotoxicidade
(SAVI et al, 2018).
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FIGURA 1: Vochysia divergens E stryphnodendron adstringens.

Figura 1 A) Vochysia divergens - Cedida por Sandriele Noriler (Acervo pessoal). B)
Stryphnodendron adstringens. Fonte: Silva Jr, 2005.

A espécie Stryphnodendron adstringens (Fabaceae), conhecida como
Barbatim&o, € uma planta medicinal encontrada no cerrado e amplamente utilizada
como cicatrizante, antisséptico e bactericida. Ferreira e colaboradores (2010)
relataram a atividade antibacteriana do extrato da casca de S. adstringens contra
Staphylococcus aureus. Carvalho e colaboradores (2012) relataram a atividade
antimicrobiana e anticancerigena de dezesseis extratos de diferentes fungos
endofiticos isolados da planta S. adstringens.

Compostos produzidos por endofitos destas e outras plantas medicinais
podem ser utilizados no controle de doencas em humanos, animais e vegetais. O
primeiro passo é a selecdo de microrganismos com atividade biologica, seguido da
otimizacao da producéo dos compostos ativos utilizando diferentes meios e condi¢cdes
de fermentacdo. Nosso grupo de pesquisa tem realizado a prospeccéo de extratos
contra fitopatégenos, como Colletotrichum abcissum, fungo filamentoso responsavel
pela queda prematura de flores e frutos (QPFC) ou Podridao floral dos citros (PFC)
nas regides tropicais, semi-tropicais e temperadas. Essa doenca é caracterizada pela
presenca de lesbes de coloracao laranja-amarronzada nas pétalas das flores. Apés a
infecgdo, os frutos recém-formados caem e os calices ficam aderidos ao disco floral
(FEICHTENBERGER, 1994), afetando assim a producéo de novos frutos (KUPPER
et al, 2009).
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O Brasil € o maior produtor mundial de citros, pois possui cerca de um milh&o
de hectares plantados, nos quais sdo produzidos 19 milhdes de toneladas de frutos
anualmente (LOPES et al 2011). Entretanto, a doenca causada pelo C. abscissum
afeta negativamente a producéo, refletindo em grandes perdas econdmicas. Além
disso, o controle da QPFC é realizado predominantemente com uso de fungicidas,
gue elevam o custo de producao e resultam em danos prejudiciais ao meio ambiente
(KUPPER et al, 2009). Sendo assim a utilizacdo de metabdlitos secundarios
produzidos por linhagens endofiticas pode representar uma alternativa para o controle
da doenca e diminuicdo do uso de fungicidas.

Com base nesses dados, objetivou-se isolar e bioprospectar microrganismos
endofiticos das plantas Vochysia divergens e Stryphnodendron adstringens e avaliar
a atividade antifungica contra o fitopatdgeno Colletotrichum abscissum. Esse projeto
foi realizado como uma etapa inicial de selecéo de enddfitos produtores de compostos
promissores que, posteriormente, serdo testados contra outros dois fitopatdégenos de
relevancia para a producdo agricola. Portanto, optou-se em selecionar o fungo C.
abscissum para essa primeira parte de triagem devido seu rapido crescimento in vitro

e sua importancia econdémica no Brasil.

1.1 OBJETIVOS

O projeto teve como objetivo o isolamento de fungos endofiticos de folhas e
peciolos das plantas Vochysia divergens e Stryphnodendron adstringens, producao
de extratos e avaliacdo da atividade antifungica contra o fitopatdgeno Colletotrichum

abscissum.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAL BIOLOGICO

A coleta de folhas e peciolos de Vochysia divergens foi realizada no més de
janeiro de 2018, no municipio de Corumba-MS, na Foz do Rio Vermelho (coordenadas
UTM SIRGAS 2000/23S: 499.894/ 7.837.298) regidao do Pantanal sul-mato-grossense
(Figura 2). As folhas e peciolos de Stryphnodendron adstringens foram coletadas ao
longo da BR262 na regido de Miranda-MS (coordenadas UTM SIRGAS 2000/23S:
574.890/ 7.754.408, UTM), pertencente ao bioma do Cerrado (Figura 2). Para a
realizacdo do isolamento foram selecionadas 19 plantas da espécie Vochysia
divergens (cambara) e 20 plantas de Stryphnodendron adstringens (barbatim&o), e

dessas, foram coletadas 5 folhas sem injurias de cada individuo.

FIGURA 2: MAPA DOS LOCAIS DE ESTUDO.

Pontos de coleta

70°00°W 60°00°W 50°00°W 40°00°W 58°00"W 56°00"W 54°00"W 52°00'W
L A . s

0°0'0"
1
18°00"S

10°0'0"S
s
20°0'0"S

20°00"S
i
22°0'0"S

0 75 150 300
e KM

30°0'0"S
4

Legenda

N
) ' ' ) ! I Amazénia Mata Atlantica @
) W o
0 500 1.000 2.000 Sistema de coordenadas UTM Caatinga Nl Pampa :

P — Datum SIRGAS 2000 [ Cerrado 1 Pantanal S

Legenda: Ponto 1: Municipio de Corumba-MS (Pantanal) regido da coleta dos exemplares de
Vochysia divergens. Ponto 2: Regido de Miranda-MS (Cerrado) coleta dos exemplares de

Stryphnodendron adstringens. Fonte: Cedido por Eduardo Henrique S. B. da Silva (adaptado IBGE).
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2.2 ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS ENDOFITICOS

As folhas selecionadas foram higienizadas com agua corrente e,
posteriormente, passaram pelo processo de esterilizagdo superficial, conforme
descrito por Petrini (1986). As folhas foram imersas em agua destilada por 30
segundos, em seguida mergulhadas em alcool 70% por 1 minuto, hipoclorito de sodio
(NaOCl) 2,5% de cloro ativo durante 3 minutos, alcool 70% por 1 minuto e finalmente
adgua destilada por 30 segundos. ApOs a etapa de assepsia, 5 fragmentos de
aproximadamente 8mmx8mm de cada folha foram depositados em placas de Petri
com meio BDA (Batata-dextrose-agar, Merck®) contendo 50 pg/mL de acido nalidixico
para a inibicdo do crescimento bacteriano. O peciolo foi seccionado em 5 fragmentos
de aproximadamente 1 cm sendo igualmente distribuidos em placas contendo BDA e
antibiotico (Figura 3).

As placas foram incubadas em BOD 28°C e diariamente inspecionadas.
Quando observado a presenca de crescimento fungico, o microrganismo foi repicado
em frascos de penicilina contendo meio BDA. A frequéncia de isolamento foi calculada
utilizando a formula: FI = (nimero de fungos isolados x nimero de total de fragmentos

amostrados) /100.

FIGURA 3: PLACAS COM MEIO BDA E ACIDO NALIDIXICO CONTENDO CINCO
FRAGMENTOS DE V. divergens.

A B

A) Fragmentos foliares B) Fragmentos do peciolo.
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Apbs o isolamento dos fungos endofiticos, os mesmos foram divididos em
morfogrupos de acordo com caracteristicas macro morfolégicas como cor, aspecto da
colénia, caracteristicas do micélio e pigmentacdo solivel no meio. Em seguida,
escolheu-se um representante de cada morfogrupo para a realizacdo da cultura

monosparica.

2.3 COLONIA MONOSPORICA

A colbnia monospodrica foi realizada com o objetivo de obter um isolado puro
proveniente de um Unico esporo. Para isso, foi realizado a lavagem da placa de Petri
contendo a colbnia fungica com solucado salina (0,85% de NaCl) para obtencao de
solugdo de esporos com concentracdo de 10° conidios/ml. ApGs essa etapa, foi
adicionada em placa contendo meio BDA 1ml da solugdo de esporos, que foi
espalhada uniformemente por toda a placa com o auxilio da al¢a de drigalski. Assim
gue visualizada a formacéo de col6nias, uma foi transferida para uma nova placa

contendo BDA e utilizada para as proximas etapas.

2.4 PRODUGAO DE EXTRATOS

Para a producdo dos extratos e posterior teste contra o fitopatégeno, foram
eleitos 20 isolados (Tabela 1), selecionados devido ao aspecto morfologico da colénia
distinto em comparacdo com os demais e pela presenca de pigmentacao soluvel no
meio.

Um pré-cultivo dos isolados foi realizado em placas de Petri contendo meio
BDA por 3 dias, a 28°C. Em seguida, para a producao de extratos, foram adicionados
3 discos de 16 mm da cultura fungica em frascos erlenmeyers (250 mL) contendo 100
mL de meio extrato de malte (ME — Extrato de malte 20g/L, glicose 20g/L e peptona
1g/L), os quais foram incubados em shaker a 28 °C, 180 rpm, por 14 dias. Os extratos
foram filtrados e na porc¢éao liquida foi adicionado 1% da resina XAD (Sigma) e mantido
em rotacao overnight. A resina foi filtrada e os metabolitos absorvidos no XAD foram
extraidos com metanol (V x V) até a descoloracdo. O metanol foi rotaevaporado a
65°C. Por fim, os extratos secos foram pesados e diluidos em metanol em
concentragéo de 10 mg/mL (SAVI et al., 2015).
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TABELA 1 - MORFOGRUPO, CODIGO DOS ISOLADOS UTILIZADOS, HOSPEDEIRO E TECIDO DE
ISOLAMENTO E NUMERO DE ISOLADOS OBTIDOS EM CADA MORFOGRUPO.

N° isolados e planta de

Morfogrupo  Cédigo Planta Tecido origem

4 BTP15P5 S. adstringens Peciolo 2 (' S. adstringens)
12 BTP2P2 S. adstringens Peciolo 3 (ambas)

14 CAP16P4  V.divergens Peciolo 5 (V. divergens)
18 CAP13F2 V. divergens Folha 26 (ambas)

25 CAP16P4  V.divergens Peciolo 3 (V. divergens)
31 CAP16P4 V. divergens Peciolo 2 (V. divergens)
32 CAP1P1 V. divergens  Peciolo 1 (V. divergens)
47 CAP13P5 V. divergens Peciolo 1 (V. divergens)
55 CAP8F17 V. divergens Folha 1 (V. divergens)
63 CAP5P1 V. divergens  Peciolo 1 (V. divergens)
67 CAP4P1 V. divergens  Peciolo 2 (V. divergens)
72 BTP14F4 S. adstringens Folha 2 (ambas)

79 BTP13F4 S. adstringens Folha 4 (ambas)

80 CAP16P4 V. divergens Peciolo 7 (ambas)

85 CAP9P3 V. divergens  Peciolo 1 (V. divergens)
87 BTP14F2 S. adstringens Folha 1 (S. adstringens)
94 CAP11P4  V.divergens Peciolo 1 (V. divergens)
95 CAP13F4 V. divergens Folha 1 ( S. adstringens)
111 CAP9P2 V. divergens  Peciolo 2 (V. divergens)
128 BTP8F4 S. adstringens  Folha 8 (ambas)

2.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

A linhagem de Colletotrichum abscissum (LGMF1258) utilizada neste trabalho
foi fornecida pelo Centro APTA Citros do Instituto Agronémico de Campinas (IAC,
Campinas-SP, Brasil).

Para a realizacdo dos testes, foram adicionados 100 pL do extrato disposto
uniformemente por toda a superficie de placas de Petri contendo meio BDA com o
auxilio da alca de Drigalski. No centro da placa foi adicionado um disco de 8mm da
colénia de C. abscissum (Figura 4), as quais foram incubadas em BOD a 28°C por 7
dias. Como controle negativo foi utilizado o metanol e como controle positivo foi

utilizado o fungicida Derosal ® (5,0 mg/mL).



17

O experimento foi realizado em triplicada e a avaliagdo da atividade antifingica
foi feita comparando o crescimento dos tratamentos com os controles e os resultados
foram submetidos a andlise de variancia paramétrica (ANOVA) em Graphpad Prims

v. 6.01 e ao teste Tukey em Past 3.20.

FIGURA 4: PLACA DE PETRI COM MEIO BDA E AO CENTRO O DISCO MICELIAL DE

C. abscissum.
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3 RESULTADOS

3.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO

Foram isolados 1304 fungos a partir de 975 fragmentos analisados, resultando
em uma frequéncia de isolamento de 66,62% (Tabela 2), sendo 664 endofitos isolados
de Vochysia divergens e 640 de Stryphnodendron adstringens. Os fungos endofiticos
foram reunidos em 159 morfogrupos, dos quais apenas 47 morfogrupos foram comuns
em ambas as plantas analisadas, 62 morfogrupos foram isolados exclusivamente de
S. adstringens, enquanto 50 morfogrupos apresentaram ocorréncia apenas em V.

divergens.

TABELA 2 - TOTAL DE ISOLADOS E FREQUENCIA DE ISOLAMENTO DE FOLHAS E PECIOLOS
DAS PLANTAS V. divergens E S. adstringens.

Vochysia divergens Stryphnodendron adstringens
N° de isolados  Frequéncia de isolamento  N° de isolados  Frequéncia de isolamento
Folhas 315 66,1% 311 62,2%
Peciolos 349 73,47% 329 65,8%
Total 664 69,78% 640 64%

As caracteristicas macromorfolégicas dos 20 isolados selecionados para a
producdo de extrato e testes frente o fitopatdbgeno Colletotrichum abscissum podem

ser observadas na Figura 5.

3.2 ATIVIDADE ANTIFUNGICA FRENTE A Colletotrichum abscissum

Dos 20 isolados avaliados, 13 enddfitos produziram extratos que reduziram
significativamente o crescimento micelial do fungo C. abscissum (Tabela 3 e Figuras
6 e 7). Destaca-se o isolado 67, cujo extrato reduziu o crescimento micelial do
fitopatbgeno em 71,7%, sendo essa atividade superior inclusive ao fungicida

Derosal®, que reduziu apenas 53,78% (Tabela 3).

FIGURA 5. ASPECTO MACROMORFOLOGICO DOS FUNGOS ISOLADOS (A COLUNA DA
ESQUERDA REPRESENTA O VERSO DA COLONIA FUNGICA E A COLUNA DA DIREITA A
FRENTE).
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TABELA 3 — MEDIA E DESVIO PADRAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DE C. abscissum NA
PRESENCA DOS EXTRATOS PRODUZIDOS A PARTIR DO CULTIVO DE 20 LINHAGENS
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ENDOFITICAS E CALCULO DA PORCENTAGEM DA INIBICAO EM COMPARACAO COM METANOL
(CONTROLE NEGATIVO).

N° isolado Média Inibicao
67** 1.18 + 0.12 71.71%
72* 257 += 0.15 38.65%
128* 2.65 + 0.10 36.65%
63* 2.68 + 0.10 35.86%
85* 3.10 £ 0.26 25.90%
55* 3.27 + 0.06 21.91%
14* 3.33 £ 031 20.32%
87* 3.37 £ 0.25 19.52%
94* 3.37 + 0.32 19.52%
25* 342 = 041 18.33%
12* 3.50 = 0.09 16.33%
95* 3.53 = 0.15 15.54%
80* 3.57 = 0.06 14.74%
32 3.67 = 0.13 12.35%
111 3.68 + 0.20 11.95%
47 3.73 = 0.12 10.76%
4 382 + 0.21 8.76%
31 3.82 + 0.03 8.76%
18 3.92 + 0.16 6.37%
79 4.00 + 0.10 4.38%

Metanol 418 += 0.06 0.00%

Derosal 193 + 0.03 53.78%
Nota: (*) indica presenga de significancia (valor de a<0,05) conforme teste Tukey em comparagao com

o controle negativo (Metanol). (**) indica significancia a a<0,01.

FIGURA 6 - CRESCIMENTO MICELIAL (CM) DE Colletotrichum abscissum APOS 7 DIAS DE
CRESCIMENTO EM MEIO BDA CONTENDO 100 pL DE EXTRATOS DE 20 ENDOFITOS.
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FIGURA 7 - AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA CONTRA FUNGO Colletotrichum abscissum
DOS EXTRATOS PRODUZIDOS A PARTIR DO CULTIVO DE 20 ISOLADOS ENDOFITICOS.

Metanol
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Derosal

Nota: Em destaque vermelho o isolado 67, o qual promoveu maior reducdo do crescimento do
fitopatdgeno. Metanol representa o controle negativo e o Derosal controle positivo.
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4 DISCUSSAO

De acordo com Banerjee (2011), as regides tropicais e subtropicais possuem
as maiores diversidades de espécies endofiticas, ja que sdo regides ricas em
biodiversidade. As comunidades de endofitos sdo formadas de acordo com as
caracteristicas das plantas hospedeiras e conforme localizacdo geografica que essas
plantas estao inseridas (ARNOLD, 2007). Como demostrado nesse trabalho, 70% dos
morfogrupos foram isolados exclusivamente de uma das espécies vegetais
estudadas. Isso pode estar relacionado ao fato de que essas plantas ocorrem em
biomas com caracteristicas divergentes, e que consequentemente, possuem
comunidades endofiticas diferentes.

Noriler et al. (2018) realizaram o isolamento de fungos endofiticos de
Vochysia divergens e Stryphnodendron adstringens, relatando uma frequéncia de
isolamento de 72% e de 49%, respectivamente. Portanto, observa-se que a frequéncia
de isolamento de V. divergens no presente estudo possui valor muito proximo em
comparacdo com o descrito anteriormente. Porém a taxa de isolamento em S.
adstringens foi maior no presente trabalho do que no trabalho de Noriler et al. (2018).
Hokama e colaboradores (2016) isolaram 77 fungos endofiticos de Vochysia
divergens e relataram o potencial antifngico de trés isolados contra o fitopatdgeno
Phyllosticta citricarpa. O presente estudo corroborou com o que consta na literatura
sobre o potencial antifangico de fungos endofiticos isolados a partir de V. divergens.

No estudo de Taylor e autores (2002) alguns endéfitos demonstraram
preferéncia na colonizacéo dos tecidos vegetais. Os pesquisadores descobriram que
as Xylariaceae, por exemplo, sdo mais comuns em folhas do que em peciolos. E no
presente trabalho, percebeu-se que dentro do morfogrupo 67 existem apenas dois
endofitos, que foram obtidos a partir de peciolos de V. divergens, colaborando para a
hipétese que esses individuos possam ser raros e que possuam especificidade com
relacdo ao tecido de ocorréncia.

Estudos de comunidades de endofitos tém mostrado que eles sao
usualmente especificos aos hospedeiros ao nivel de espécies, sugerindo que ainda
existem muitos endofitos a serem isolados e sua potencialidade investigada., E com
esse estudo foi possivel obter endofitos com potencial antifingico de plantas
medicinais de biomas poucos explorados. Foi demonstrado ainda, grande potencial
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para o isolamento de microrganismos endofiticos que produzam metabdlitos

secundarios de interesse de V. divergens e S. adstringens.
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5 CONCLUSAO

Constata-se que, a busca por endofitos com potencial antifngico
provenientes de Vochysia divergens e Stryphnodendron adstringens demonstrou-se
promissora, pois 13 dos 20 isolados analisados produziram extratos que promoveram
a reducdo significativa do crescimento micelial do fitopatégeno Colletotrichum

abscissum.

Perspectivas futuras:
Na continuacdo desse trabalho, sera necessario a continuacdo dos testes com 0s
demais isolados endofiticos, realizar a identificacdo dos microrganismos encontrados

e elucidacdo dos metabdlitos produzidos pelo enddfito 67.
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TABELA 4: RESULTADO EM TRIPLICATA DO CRESCIMENTO DO C. abscissum EM
CENTIMENTROS.

Taxa de crescimento do Colletotrichum abscissum

N2 isolado Placal Placa2 Placa3 Média Disco micelial Total
4 4.55 4.85 4.45 4.62 0.80 3.82
12 4.35 4.2 4.35 4.30 0.80 3.50
14 3.8 4.4 4.2 4.13 0.80 3.33
18 4.6 4.65 4.9 4.72 0.80 3.92
25 4.4 4.5 3.75 4.22 0.80 3.42
31 4.6 4.6 4.65 4.62 0.80 3.82
32 4.45 4.6 4.35 4.47 0.80 3.67
47 4.6 4.6 4.4 4.53 0.80 3.73
55 4.1 4.1 4 4.07 0.80 3.27
63 3.45 3.6 3.4 3.48 0.80 2.68
67 2.05 1.85 2.05 1.98 0.80 1.18
72 3.2 3.5 3.4 3.37 0.80 2.57
79 4.8 4.7 4.9 4.80 0.80 4.00
80 4.3 4.4 4.4 4.37 0.80 3.57
85 3.75 3.75 4.2 3.90 0.80 3.10
87 4.4 4.2 3.9 4.17 0.80 3.37
94 4.4 4.3 3.8 4.17 0.80 3.37
95 4.2 4.5 43 4.33 0.80 3.53

111 4.25 4.6 4.6 4.48 0.80 3.68
128 3.55 3.35 3.45 3.45 0.80 2.65
Metanol 4.95 5.05 4.95 4.98 0.80 4.18
Derosal 2.75 2.75 2.7 2.73 0.80 1.93
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TABELA 5: RESULTADO DO TESTE TUKEY COMPARANDO A ACAO DO EXTRATO COM

O CONTROLE NEGATIVO (METANOL).

Isolado Metanol
4 0,6702 ns
12 0,006483*
14 0,000198*
18 0,9681 ns
25 0,001179*
31 0,6702 ns
32 0,1249 ns
47 0,3074 ns
55 0,04598*
63 1,5E-10*
67 8,24E-13*
72 1,51E-11*
79 0,9997 ns
80 0,0232*
85 0,001142*
87 0,0004071*
94 0,0004071*
95 0,01241*
111 0,1595ns
128  7,64E-08*

Metanol

Derosal 21,21 ns

Nota: Os asteriscos (*) indicam diferenca significativa com valor de a<0,05 e ns indica que a

diferenca néo foi significativa.



APENDICE 3 — RESULTADO ANOVA

Fonte da variacao SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 31.70383 21 1.509706 44.73203 4.97E-23 1.800885
Dentro dos grupos 1.485 44 0.03375
Total 33.18883 65
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