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RESUMO

BIOPROSPECCAO, CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E
MOLECULAR DE ENDOFITOS DE Maytenus ilicifolia, COM ENFASE
EM Pestalotiopsis spp.

Autora: Josiane Aparecida Gomes Figueiredo

Orientadora: Chirlei Glienke

A espinheira santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex. Reiss.), € um planta
medicinal muito utilizada no tratamento dlceras géstricas e problemas digestivos,
devido a citoprotecio da mucosa gdstrica. E tipica da América do Sul, em
especial a regido Sul do Brasil e atualmente encontra-se ameagada de extingdo.
No presente trabalho foram isolados fungos endofiticos e testados quanto ao
potencial antimicrobiano contra bactérias patogénicas em humanos e fungos
fitopatogénicos, com énfase em Guignardia citricarpa, agente causal da Mancha
Preta do Citros. Extratos metandlicos de dois isolados exibiram a¢do fungistatica
na germinagdo e no crescimento micelial de G. citricarpa. Dois de treze extratos
de Pestalotiopsis spp. inibiram o crescimento dos microrganismos-teste (S. aureus
oxalino resistente, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus
e Escherichia coli), usando a técnica de bioautografia em CCD agar-overlay.
Dessa forma a avaliacdo indicou que fungos endofiticos isolados de “‘espinheira
santa” representam um potencial na agricultura e/ou aplicacdes farmacéuticas,
sugerindo estudos futuros. Utilizando marcadores RAPD os fungos endofiticos
do género Pestalotiopsis foram separados em trés grupos com 12 diferentes
primers. Com nds bem suportados por altos valores de bootstrap (de 99 a 100%)
compartilhando apenas 16% de similaridade genética, indicando alta
variabilidade genética. As informacdes obtidas em funcio destes agrupamentos
foram confirmadas com andlise de caracteristicas morfoldgicas, crescendo em
meio batata dextrose dgar (BDA), meio completo (MC), extrato de malte 4gar
(MEA) e meio aveia dgar (MA), foram transformados em uma matriz igualmente
analisada pelo software NTSYS (coeficiente Jaccard) com o agrupamento pelo
método UPGMA permitindo constru¢cio de um novo dendrograma de
similaridade morfoldgica compondo agrupamentos semelhantes, propondo um
novo modelo de estudo que torna possivel confrontar dados morfolégicos com
dados moleculares para fungos endofiticos do género Pestalotiopsis spp.

Palavras chave: endofiticos, espinheira santa, RAPD, Pestalotiopsis spp.
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ABSTRACT

BIOSPECTRING, MORPHOLOGIC AND GENETIC
CHARACTERIZATION OF ENDOPHYTE OF Maytenus ilicifolia, WITH
EMPHASIS Pestalotiopsis spp.

Author: Josiane Aparecida Gomes Figueiredo

Advisor: Chirlei Glienke

“Espinheira santa” (Maytenus ilicifolia Mart. ex. Reiss), is a medicinal plant used
effectiveness in the treating ulcers and digestive complaints, exhibt propriety
cytoprotection gastric mucosa . Is typical of the South America, in the special to
the South region of Brasil, nowaldays found threatened of extinction. In this work
isolated endophytic fungi and tested potential antimicrobial against reference
bacteria strains and plant pathogenic fungi with emphasis G. citricarpa, causal
agent of the Citrus Black Spot (CBS). Methanolic extracts of two isolatedes
exhibited fungistatic activity on the germinartion and mycelial growth G.
citricarpa . Two of the 13 extracts of Pestalotiopsis spp. effectively inhibited the
growth of the test-microrganisms (Staphylococcus aureus, S. aureus oxalino
resistente, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus e Escherichia coli), using the
bioautographic TLC agar-overlay technique. Thus, the investigation indicated
that endophyte fungi isolated from the “espinheira santa” represent a potential for
agricultural and/or pharmaceutical applications and suggested further study.
Analysis RAPD marker isolated endophytic fungi Pestalotiopsis by 12 different
primers revealed higth levels genetic variability. Analyze of morphologic and
cultural characteristics, using growth media potato dextrose agar (PDA),
complete medium (CM), malt extract agar (MEA) and oat dextrose agar (ODA)
provided morpholological data were transformed matrix equally analyzed by
NTSYS software (Jaccard coefficient), using UPGMA grouping method
originated a new dendrograma of morphologic similarity composing similar
groupings with, purpose a new model of study to correlate morphologic with
molecular data for endophyte fungi of the Pestalotiopsis spp.

Key words: endophytes, espinheira santa, RAPD, Pestalotiopsis spp.
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1. INTRODUCAO

Todas as plantas até hoje estudadas sdo hospedeiras de microrganismos
endofiticos, os quais associam-se de forma mutualistica, competindo com
patégenos, diminuindo a herbivoria e o ataque de insetos, aumentando a
tolerancia a estresses abidticos e bidticos, protegendo a planta e favorecendo seu
crescimento, recebendo em contra-partida protecdo e nutrientes do seu
hospedeiro. Na estreita relacdo entre endofiticos e planta hospedeira pode ocorrer
producdo de metabdlitos secunddrios que interferem de alguma forma no
desenvolvimento de patégenos (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004). Estudos sobre
o potencial destes microrganismos para a drea farmacé€utica e biotecnoldgica
apresentam-se relevantes, devido a descoberta de novas substdncias para uso
terapéutico humano, como por exemplo, antibidticos, antimalédricos e
anticancerigenos (STROBEL et al.,, 1998; STROBEL, 2002; STROBEL e
DAISY, 2003).

Por estarem presentes em plantas medicinais, sugere-se, que as suas
propriedades terapéuticas poderiam estar no endofito e ndo na planta, ou
provavelmente na sua interagdo. Atualmente, os fungos endofiticos de plantas
medicinais sdo estudados na busca de novos metabdlitos secundarios
potencialmente uteis. Neste aspecto, destaca-se a espinheira santa (Maytenus
ilicifolia Mart. ex. Reiss), planta medicinal nativa na América do Sul, encontrada
principalmente na regido sul do Brasil, comumente destinada ao tratamento de

ulceras no estdmago e outros problemas géstricos. Em fun¢do das suas



propriedades medicinais, a espinheira santa encontra-se hoje na lista das espécies
ameacadas de extingdo (SEMA, 1995; BITTENCOURT, 2000).

A busca de novos compostos que atuem no controle de fungos
fitopatogénicos como o fungo responsavel pela doenga mancha preta dos citros
(MPC), Guignardia citricarpa Kiely, faz-se necessdria, pois o Brasil destaca-se
na citricultura, sendo detentor de um terco da producdo mundial, e 85% da
producdo internacional do suco da fruta, representando uma das principais
atividades do agronegdcio brasileiro (AGRIANUAL 2000). A MPC caracteriza-
se como uma lesdo que apresenta bordas salientes com depressdo no centro, onde
pode-se observar a presenca de picnidios. Estas lesdes podem atingir os frutos
maduros ou no inicio de maturacdo, podendo aparecer apds a colheita, no
transporte e armazenamento. A MPC afeta principalmente a casca do fruto, sem
causar danos internamente, porém a sua comercializacdo no mercado de frutas é
prejudicada, assim como a sua exportacdo devido a barreira fitossanitdria
existente na Unido Européia por ser uma doenca quarentendria Al. Torna-se
evidente a grande importancia tanto econdmica quanto social dessa atividade e as
implicacdes da presenca da doenca nos frutos, destacando-se a relevincia na
busca de microrganismos antagonistas que auxiliem no combate a doenca.

Sao crescentes os relatos de propriedades farmacoldgicas nos fungos
endofiticos. Espécies do género Pestalotiopsis sdo importantes na produgdo de
metabdlitos secunddrios (STROBEL e DAISY, 2003). Paralelamente ao avango
na busca dos seus metabdlitos encontra-se a dificuldade em inferir a respeito da

complexa taxonomia deste género.



2. OBJETIVOS
O presente trabalho teve como objetivos principais testar a atividade
antimicrobiana de fungos endofiticos isolados de espinheira santa (M. ilicifolia
Mart. ex. Reiss) e caracterizar a variabilidade genética dos isolados endofiticos
por meio de marcadores moleculares RAPD (“Random Amplified Polymorfic
DNA”), e como objetivos especificos:
- Isolar fungos endofiticos de folhas, peciolos e sementes
assintomadticos de espinheira santa (M. ilicifolia Mart. ex. Reiss);
- Realizar testes de atividade antimicrobiana dos fungos
endofiticos isolados contra alguns patégenos de humanos e de
plantas;
- Selecionar fungos endofiticos de espinheira santa (M. ilicifolia
Mart. ex. Reiss) capazes de inibir o desenvolvimento do
fitopatégeno G. citricarpa Kiely, agente causal da Mancha Preta
dos Citros;
- Caracterizar morfologicamente e determinar a variabilidade
genética dos isolados endofiticos de Pestalotiopsis spp. por meio
de marcadores moleculares RAPD (“Random Amplified

Polymorfic DNA”).



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Microrganismos endofiticos

De acordo com BACON e WHITE (2000), microrganismos endofiticos
sdo organismos que colonizam tecidos internos das plantas sem causar qualquer
efeito negativo imediato. Nao existe uma exata distin¢do entre as categorias de
microrganismos epifiticos, endofiticos e patogénicos. AZEVEDO (1998) sugere
que um microrganismo epifitico pode, eventualmente, ser encontrado dentro de
um vegetal; um endofitico, em certas condi¢des, pode tornar-se um patégeno e
um patégeno, em determinadas condi¢des, ndo afeta o seu hospedeiro, podendo
ser considerado um endéfito.

Potencialmente tteis, os microrganismos endofiticos podem ser
utilizados como fontes de metabdlitos primarios (STAMFORD et al., 1998) e
secunddrios, como o taxol, uma droga quimioterapéutica usada no tratamento de
cancer de mama e ovario (WANG et al., 2000 e STROBEL et al., 2000; 2003). O
acido coletdtrico, um metabdlico do fungo endofitico Colletotrichum
gloeosporioides, isolado da Artemisia mongdlica, apresenta atividade
antimicrobiana contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Sarcina lutea e
contra o fungo patogénico Helminthosporium sativum (ZOU et al., 2000). LU et
al. (2000) identificaram trés novos metabdlitos do fungo endofitico
Colletotrichum sp. isolado de Artemisia annua com propriedades
antimicrobianas.

Os microrganismos endofiticos encontrados nos vegetais sao fungos e

bactérias, sendo os fungos mais freqiientes. Muitos sdo capazes de produzir



metabolitos secunddrios que inibem o desenvolvimento de patégenos (LI et al.,
2001; LI e STROBEL, 2001; ZOU e TAN, 2001), anti-helminticos e inseticidas
(AZEVEDO et al., 2000; ESPOSITO e AZEVEDO, 2004), apresentando grande
potencial que pode ser explorado na agricultura (ZOU e TAN, 2001).

SCHULZ et al. (2002) isolaram,em doze anos de estudos, mais de seis
mil e quinhentos fungos endofiticos de arvores e herbiceas, na busca de novos
metabodlitos com potencial para novos produtos industriais e sugerem que a
associacdo entre fungos endofiticos e seus hospedeiros conduza a producdo de
metabdlitos secunddrios com atividade antimicrobiana e anti-herbicida.

No milho foi observado que em plantulas provenientes de sementes
inoculadas com uma linhagem endofitica de Fusarium moniliforme, ocorreu
maior deposicdo de lignina nas raizes, sugerindo que esta caracteristica confere
maior resisténcia contra patégenos (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004).

O fungo endofitico Muscudor vitigenus isolado do cipd Paullinia
paullinioides na Amazbnia do Peru, produz naftaleno que atua como um
repelente de insetos (DAISY et al., 2002 a; b).

A presenga de fungos endofiticos na drvore tropical Theobroma cacao
(Malvaceae) no Panamd, confere a defesa da planta contra um dos seus maiores
patégenos, Phytophthora sp. (ARNOLD et al., 2003).

A presenca de criptocandina, lipopeptideo antimicético (STROBEL et
al., 1999), além de outros antibidticos, antidiabéticos e compostos
imunossupressores isolados de fungos endofiticos (STROBEL e DAISY, 2003),

sugerem sua importancia para a industria farmacéutica.



O fungo endofitico de gramineas Neotyphodium sp. apresenta
metabolitos ativos como a ergopeptina e ergovalina, que atuam no sistema
nervoso central elevando a temperatura corpdrea, provocando vasoconstri¢ao e
reduzindo os niveis de prolactina nos animais. Neurotoxinas Lolitrem A e B
causam a dificuldade na movimentacdo dos animais que se alimentam da
graminea. A peramina, pirrolizidina e a pirrolopirazina atuam como um
inseticida, tornando a planta menos atrativa para os insetos. Neotyphodium
aumentou a tolerdncia a seca para seu hospedeiro Festuca aerundinacea, o
crescimento da raiz, a producdo de sementes, germinacgdo, captacdo de fosforo e
resisténcia a nematoides e insetos (SAIKKONEM et al., 1998; PANACCIONE et
al., 2001).

Os microrganismos endofiticos penetram nos tecidos vegetais de seus
hospedeiros pelos estdomatos e raizes, ferimentos ou cicatrizes, ou ainda através
da secrecao de enzimas hidroliticas (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004).

A partir do isolamento, eles podem ser observados por diferentes
métodos, sendo que a técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV)
possibilitou a STROBEL (2000) detectar acérvulos de Pestalotiopsis microspora
e estruturas sexuadas de P. hansenii, ambos fungos endofiticos produtores de
taxol.

PIMENTEL (2001), observou conidios, conidiéforos e fidlides dos
fungos endofiticos entomopatogénicos Beauveria sp. isolados do milho e

Paecilomyces sp. isolados do milho e da soja.



GLIENKE-BLANCO et al. (2002), analisando a variabilidade genética
do endofitico G. citricarpa de citros observaram picnididsporos, conidiéforos,
ascos jovens, ascOsporos, hifas e outras estruturas através de microscopia 6tica.

Independentemente dos métodos utilizados para deteccdo dos
microrganismos endofiticos, sdo importantes os cuidados que devem ser tomados
durante o processo de isolamento, removendo a microbiota epifitica e outros
contaminantes externos da superficie das folhas, peciolos e sementes.

Existe uma diversidade enorme de microrganismos endofiticos
presentes no interior de plantas sauddveis com grande potencial para serem
estudados. DREYFFUS e CHAPELA (1994) estimam que ocorram, no minimo,
um milhdo de espécies de fungos endofiticos. No Brasil, exemplos desta
diversidade podem ser encontrados nos trabalhos de PEREIRA (1993);
PEREIRA, AZEVEDO e PETRINI (1993); GLIENKE (1995); SOUZA (1996);
ARAUJO (1996); RODRIGUES e DIAS-FILHO (1996); AZEVEDO (1998);
MAITAN (1998); ARAUJO et al. (2000); PIMENTEL et al. (2001a);
PIMENTEL et al. (2001b); SOUZA, ASTOLFI e PEREIRA (2001); SOUZA et
al. (2004); RUBINI et al. (2005); ALMEIDA, YARA e ALMEIDA (2005).

A composicdo das espécies pode variar de acordo com o hospedeiro,
distribuicdo geografica, idade da planta, condi¢cdes ecoldgicas e sazonais,
incluindo altitude e precipitacdo. Uma ou duas espécies sdo predominantes como
endofiticas em um dado hospedeiro, enquanto outros isolados sdo pouco

freqiientes (CARROLL e CARROLL, 1978; ARNOLD, 2003).



ERNEST, MENDGEN e WIRSEL (2003) investigaram a interacao
entre o fungo endofitico Stagonospora spp. e Pharagmites australis e
evidenciaram que a coloniza¢do do hospedeiro ocorre de forma diferenciada no
decorrer do ano. Na primavera o endodfito foi encontrado somente na raiz,
enquanto no outono ele € encontrado em todo o vegetal.

Tanto a planta hospedeira como a regido onde os endofiticos sdo
isolados podem influenciar a produg¢do de metabdlitos secundérios. De acordo
com dados estatisticos, BILLS et al. (2002) compararam a producdo de
metabodlitos de endofiticos provenientes de regides tropicais e de regides
temperadas. Os dados revelaram que regides tropicais sdo mais ricas na producdo
tanto de enddfitos como dos metabdlitos secundarios.

A ocorréncia de microrganismos endofiticos nos vegetais resulta da
penetracdo através de feridas ocasionadas nas raizes pela abrasdo destas com o
solo, aberturas naturais, como hidatodios e estOmatos, aberturas artificiais
sofridas pela acdo de pragas, animais € o homem ou agressOes abidticas. A
penetracdo pode ocorrer por meio de esporos levados pelo vento ou hifas que
invadem os tecidos. Muitos enddéfitos produzem massas de conidios delgados,
caracteristica associada com a dispersdao por chuvas (RIBEIRO, 1995). Outra
forma de propagacdo se dd pela transmissdo vertical por meio de sementes

(WHITE JR et al., 1993; CLAY, 2004).



3.2 Fungos endofiticos de plantas medicinais

Metabdlitos com atividade antimicrobiana contra patdgenos humanos e
de plantas foram produzidos pelo fungo Colletotrichum sp., um endodfito da
planta medicinal Artemisia annua, tradicionalmente utilizada pelos chineses
como uma droga antimalérica, reconhecida pela sintese de uma substincia
conhecida como artemisina (LU et al., 2000). O fungo endofitico C.
gloeosporioides da A. mongdlica sintetiza &4cido coletétrico que apresenta
atividade antimicrobiana (ZOU et al., 2000).

A criptocandina, um lipopeptideo antimicético, produzido pelo fungo
endofitico Cryptosporiopsis cf. quercina isolado da planta medicinal
Tripterigeum  wilfordii  (Celastraceae), demonstrou excelente atividade
antifingica contra Candida albicans, Histoplasma capsulatum, Trichophyton
mentagrophytes e T. rubrum. A criptocandina também possui atividade contra
fitopatdgenos, incluindo Sclerotinia sclerotiorum e Botrytis cinerea (STROBEL
et al., 1999).

Na regido norte da Austrdlia, uma planta conhecida popularmente como
“cobra trepadeira” (Kennedia nigriscans), é usada pelos nativos da regido como
cicatrizante de infeccdes da pele. CASTILLO et al. (2002), descreveram
antibidticos de amplo espectro produzidos por Streptomyces sp. (NRRL 30562):
as munumbicinas A, B, C e D, antibidticos que demonstraram atividade contra
bactérias gram-positivas como Bacillus anthracis e Mycobacterium tuberculosis.
Porém, o que mais chamou atencdo dos pesquisadores foi o potencial contra o

parasita da maldria, Plasmodium falciparum.
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O paclitaxel e alguns de seus derivados, utilizados no tratamento de
cancer sdo produzidos pelo fungo endofitico Taxus andreanae, isolado da planta
medicinal 7. brevifolia (STROBEL et al., 1993; 1996) e pelos fungos endofiticos
Sporormia minima e Trichothecium sp. isolados da planta medicinal T.
wallichiana (SHRESTHA et al., 2001). A planta medicinal 7. marei de onde foi
isolado o fungo Tubercularia sp. também demonstrou atividade anticancerigena

(WANG et al., 2000).

3.3 Espinheira santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex. Reiss)
3.3.1 Consideracoes Gerais

A espinheira santa é uma espécie perene, de porte arbdreo-arbustivo
encontrada na mata de clima subtropical e temperado, presente em sub-bosques
das florestas de Araucdria, nas margens de rios e em regides de estepes. Pode se
propagar usualmente por sementes (TAYLOR-ROSA, 1994) ou estacas de galho.
E nativa da América do Sul, encontrada no leste da Argentina, Paraguai, Bolivia,
Chile e Uruguai. No Brasil é predominante nos estados do Sul (CARVALHO-
OKANO, 1992).

Conhecida popularmente nos diferentes paises da América do Sul, pode
receber diferentes denominacdes: congorosa, quebrachillo e capororoca na
Argentina (GONZALEZ, LOMBARDO e VALLARINO, 1937); espinheira-
divina, cancorosa, cancerosa, cancrosa, sombra-de-touro no Uruguai (SIM()ES et
al., 1986; ALICE et al., 1995); coromilho-do-campo e salva-vidas (CARLINI e

BRAZ, 1988); espinheira-divina, erva-cancrosa e erva-santa (CARVALHO-
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OKANO, 1992); cancorosa-de-Deus, limdozinho, maiteno, marteno, pau-josé,

salva-vidas, sombra-de-touro (BITTENCOURT, 2000) no Brasil.

3.3.2 Caracteristicas morfologicas

A espinheira santa pertence a classe Magnoliopsida, ordem Celastrales,
familia Celastraceae, que compreende cerca de 50 géneros e 800 espécies
(CRONQUIST, 1981). CARVALHO-OKANO (1992); RAMDOMSKI (1998);

BITTENCOURT (2000), descrevem a espinheira santa como:

“Subarbusto ou arvore, ramificado desde a base, medindo até 5,0 m de altura.
Ramos novos glabros angulosos, tetra ou multicarenados. Peciolo com 0,2-0,5 cm
de comprimento; Folha apresenta a margem inteira ou com espinhos em nimero de
um a vdrios, distribuidos regular e irregularmente no bordo, geralmente
concentrados na metade apical de um ou de ambos os semilimbos, o limbo com
aproximadamente 2,2 a 8,9 cm de comprimento e 1,1 a 3,0 cm de largura e nervuras
na face abaxial. Fruto cdpsula bivalvar, orbicular; pericarpo maduro de coloragdo
vermelho-alaranjada. A presenca de disco nectarifero € um recurso a mais para
atrair os pequenos polinizadores como himendpteros e formigas, formando um
conjunto néctar-pélen interessante para a polinizagdo, uma vez que as flores sdo

pequenas, brancas e pouco vistosas”.

3.3.3 Componentes quimicos e propriedades terapéuticas
Tribos indigenas e populacdes rurais do Paraguai e Bolivia utilizam a
espinheira santa como um agente regulador da fertilidade (CORDEIRO,

VILEGAS e LANCAS, 1999) e no Paraguai e Argentina é usada como



12

contraceptivo e abortiva (MONTANARI, CARVALHO e DOLDER, 1998).
Outras indicagdes populares citam a espinheira santa contra: febres palustres
(MEIRA PENNA, 1946), afeccdes pruriginosas cutaneas (COIMBRA, 1958),
dispepsias (CRUZ, 1965) e como abortiva (BASUALDO, 1995). O uso mais
comum € no tratamento de gastrites e ulceras gistricas e duodenais.

CORSINO et al. (2003), isolaram do extrato obtido de folhas e cascas
da raiz de M. aquifolium (Celastraceae) cinco componentes com propriedades
antioxidantes.

MONTANARI, CARVALHO e DOLDER (1998), avaliaram os efeitos
de extratos etandlicos de M. ilicifolia na espermatogénese de camundongos,
comprovando que extratos etandlicos da planta medicinal ndo causam disttirbios
na espermatogénese. Porém MONTANARI e BEVILACQUA (2002), em
estudos com fémeas de ratos constataram uma diminui¢do significativa na
implantacdo dos embrides com a utilizacdo de extrato liofilizado das folhas.
GONZALEZ et al. (2001) avaliaram os efeitos analgésicos e anti-ulcerogénicos
de M. aquifolium. BERSANI-AMADO et al. (2000) avaliaram a atividade anti-
ulcerigena com spray de extrato seco de M. aquifolium. JORGE et al. (2004)
avaliaram a eficdcia de extratos de M. ilicifolia como anti-inflamatério, na
protecdo contra lesdes gdstricas, no que diz respeito a  cicatrizacdo e
citoprotec¢ao.

SOUZA-FORMIGONI et al. (1991) demonstraram a potencialidade dos
efeitos anti-ulcerogénicos das folhas de espinheira santa comparando com a

droga cicatrizante cimetidina. M. ilicifolia, assim como outras espécies da familia
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Celastraceae foram investigadas quanto aos seus constituintes de acao citotoxica,
sendo isolados triterpenos aromdticos de agdo antitumoral. Triterpenos sdao
capazes de estimular fatores atuantes na protecdo da mucosa gdstrica, como a
producao de muco e prostaglandinas (ITOKAWA et al., 1991; 1993 e SHIROTA
et al., 1994).

FERREIRA et al. (2004) detectaram a acdo do extrato aquoso
liofilizado de M. ilicifolia na protecdo da mucosa gastrica. A secrecdo dcida é
bloqueada por receptores antagonistas de histamina, comprovando sua
propriedade anti-ulcerogénica comparados com a cimetidina, um potente agente
na supressdo de dcido gastrico e pepsina.

PILEGGI (2006) isolou, caracterizou avaliou o potencial
antimicrobiano de microrganismos endofiticos de folhas, peciolos e sementes de
M. ilicifolia. Nos isolamentos de folhas e peciolos, os fungos filamentosos foram
mais freqiientes do que as bactérias. Em sementes ocorreu o inverso, sendo
predominante o isolamento de bactérias. Em folhas foram isolados os géneros
Alternaria sp., Colletotrichum sp., Bipolaris sp., Phyllosticta sp. e Cladosporium
sp.; em peciolos, os géneros Alternaria sp. e Cladosporium sp., € em sementes

Cladosporium sp. e Pestalotiopsis sp.

3.4 Mancha preta do citros e Guignardia citricarpa Kiely
A doenca mancha preta dos citros (MPC), foi descrita na Austrdlia em

1985 por Kiely, posteriormente na Africa do Sul, como consegiiéncia da
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importagdo de mudas da Austrdlia. Atualmente estd distribuida em regides
subtropicais do mundo, entre elas o Brasil (G()ES et al., 2005).

Caracteriza-se por apresentar lesdes com bordas salientes e com
depressdo no centro, onde observam-se pequenos pontos pretos, os picnidios. As
lesdes podem atingir os frutos maduros ou no inicio de maturagdo, podendo
aparecer apo6s a colheita (no transporte e armazenamento) (FEICHTENBERGER,
1996).

O agente causador da MPC € o fungo G. citricarpa Kiely, ascomiceto,
Loculoascomiceto, pertencente a ordem Dothideales e familia Dothideacea.
Caracteriza-se por apresentar uma fase anamorfica (fase assexuada), descrita
como Phyllosticta citricarpa, e uma fase teleomorfica ou sexuada descrita como
G. citricarpa. Geralmente, ambas as formas sdo encontradas associadas. A fase
assexuada corresponde a producdo de picnididsporos, que sdo unicelulares,
ovoides, elipticos ou subglobosos, levemente clavados quando jovens,
apresentando a base truncada, arredondada e denteada no &4pice, com uma
membrana gelatinosa recobrindo-os (GLIENKE, 1995; GLIENKE-BLANCO et
al, 2002). As estruturas de frutificagdo sdo os picnidios, que macroscopicamente
sdo pequenos, globosos, pretos e semi-eruptivos. A fase sexuada corresponde a
producdo de ascdsporos, os quais se encontram em nimero de oito no interior
dos ascos. Estes apresentam forma de clava, sdo arredondados na extremidade
superior e bitunicados. Os ascéosporos sdo unicelulares, hialinos, levemente
acinzentados, rombdides, contendo grinulos e um grande vacuolo central,

cobertos com um quepe gelatinoso nas extremidades (SIVANESAN, 1984).
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O ciclo da MPC pode ocorrer de duas maneiras: através dos
picnidiésporos ou conidios (esporos assexuais) € dos ascOsporos (esporos
sexuais). Os picnidiosporos sdo encontrados em frutos sintomdticos, folhas
caidas ou aderidas, ramos mortos e pedunculos dos frutos, sendo responsaveis
pela infec¢do a curta distancia, sendo disseminados pela dgua da chuva, orvalho
ou irrigagdo. Os ascOsporos sdo encontrados em folhas caidas e em
decomposicdo, sendo responsdveis pela infec¢do tanto a longa quanto a curta
distancia, pois sao liberados pelo peritécio e podem ser carregados por correntes
aéreas (ROBBS e BITTENCOURT, 1995; FEICHTENBERGER, 1996).

A MPC afeta apenas a casca do fruto e o flavedo (epicarpo), sem causar
danos internamente, limitado pelo albedo (mesocarpo). Porém, sua
comercializacdo no mercado de frutas é prejudicada, assim como a sua
exportacdo devido a barreira fitossanitdria existente na Unido Européia, por ser
uma doenga quarentendria Al. Nos casos em que a doenga atinge o pedicelo do
fruto, pode ocorrer a queda precoce do mesmo, aumentando as perdas na
produgio, ji que esses frutos nio sio colhidos (GOES et al., 2005).

Em funcdo dos prejuizos causados por G. citricarpa, na
comercializacdo de frutos in natura, principalmente no mercado externo, siao
crescentes os estudos que ddo énfase ao controle biolégico da doenca.

FIALHO (2004), avaliou in vitro, o potencial de linhagens de .
cerevisiae como agentes no controle bioldgico contra G. citricarpa, nos frutos

pos-colheita.
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RODRIGUES (2006), avaliou o efeito dos principais fungicidas
utilizados no campo para o controle da doenca. Também avaliou 96 linhagens de
fungos, para a selecdo de potenciais agentes no controle biolégico, demonstrando
que algumas espécies de Trichoderma, sdo capazes de atuar in vitro, como
biocontroladores do fitopatégeno G. citricarpa.

CARDOSO-FILHO (2003) avaliou o uso de indutores de resisténcia
Saccharomyces cerevisiae, Bion® e dcido salicilico ao fitopatégeno G. citricarpa.
O autor destaca que os compostos presentes no albedo (mesocarpo) da laranja,
como a celulose, carboidratos soldveis, pectinas, compostos fendlicos
(flavondides), aminodcidos e vitaminas podem exibir a acdo antimicrobiana para
o controle da MPC. Neste contexto, ele avaliou os extratos produzidos pelo
albedo da laranja e comprovou a¢do fungicida ou fungistitica, inibindo a

germinagdo, esporulacdo e crescimento micelial in vitro, de G. citricarpa.

3.5 Antagonismo entre microrganismos

O termo antagonista emprega-se aos agentes biologicos com potencial
para interferir nos processos vitais dos fitopatdgenos. Desta forma o nicho
ecolégico ocupado pelos endéfitos favorece o controle biolégico, pois neste local
podem competir por nutrientes e espago com os patégenos, bem como produzir
substancias toxicas a estes organismos ou ainda, induzir a planta a desenvolver
resisténcia as doencas (MELO e AZEVEDO, 1998).

ARNOLD et al. (2003) comprovaram o antagonismo entre fungos

endofiticos do cacau (Theobroma cacao) e o fitopatdgeno Phytosphora infestans.
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Fungos endofiticos foram isolados de arvores de cacau e inoculados em mudas
estéreis. Posteriormente, nas mesmas mudas foi inoculado o fitopatégeno.
Surpreendentemente, mudas inoculadas com os endoéfitos tiveram apenas uma
pequena ocupacdo do fitopatégeno em suas folhas. Comprovando que a
interacdo entre os microrganismos endofiticos e o hospedeiro, tém efeito
negativo sobre o fitopatégeno, resultando na inibicdo do seu crescimento.

MARTINS-CORDER e MELO (1998) realizaram diferentes testes de
antagonismo in vitro de Trichoderma spp. contra Verticillium dahlie KLEB,
demonstrando ampla capacidade antagonista. Através da secrecdo de metabdlitos
téxicos por Trichoderma spp., ocorreu a degradacdo das hifas hospedeiras, que
inibiu o desenvolvimento de V. dahlie. Segundo os pesquisadores, os
mecanismos de controle biolégico podem ocorrer ao longo do processo de vida
do antagonista, os quais se sobrepdem e prejudicam a vida dos competidores.

A selecdo de antagonistas baseia-se em evidéncias de que o organismo
candidato interfere, de algum modo, no desenvolvimento do patégeno. Esta
interferéncia implica em algumas formas de destrui¢do ou inibi¢do, podendo ser
avaliada primeiramente in vitro e depois in vivo, conforme descreveram RUBINI
et al. (2005). O grupo isolou fungos endofiticos do cacau (Theobroma cacao L.)
e realizou testes de antagonismo contra o patdgeno: Crinipellis perniciosa,
agente causador da doenca “Vassoura da Bruxa”, fator limitante na produgdo do

fruto nas Américas.
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Ainda em relacdo a C. perniciosa, DE MARCO, IGLIS-VALADARES
e FELIX (2003) descrevem a producdo de enzimas hidroliticas produzidas por
cepas do género Trichoderma, importantes no controle deste fitopatdégeno.

BARBOSA et al. (2001) investigaram o antagonismo entre espécies de
Trichoderma contra Cladosporium herbarum, causador de verrugose em frutos
de maracuja.

SHALINI, LATA e KOTASTHANE (2006) demonstraram a atuagao
de isolados de Trichoderma contra Rhizoctonia sollani, onde a hifa se enrola em
torno do patégeno, penetra, causa a lise e, conseqiientemente, morte do patégeno.

O antagonismo entre microrganismos foi relatado em diversos trabalhos
(LINHARES et al., 1995; MARTINS-CORDER e MELO, 1998; MOURA e
ROMEIRO, 1999; ETHUR , CEMBRANEL e SILVA, 2001; AMORIM e
MELO, 2002; MOREIRA et al., 2002; MONTEALEGRE et al., 2003; KUPPER,

GIMENES-FERNANDES e GOES, 2003; ETHUR et al., 2005).

3.6 Controle biologico

Segundo BETTIOL (1991), doenca é o resultado da interacdo entre o
hospedeiro, o patégeno e diversos ndo patégenos que habitam o sitio de infec¢do
e que por conseqiiéncia, apresentam potencial para limitar a atividade do
patégeno ou aumentar a resisténcia do hospedeiro. Para o autor, os componentes
do controle bioldgico sdo o patdégeno, o hospedeiro e os antagonistas, sob a

influéncia do ambiente, todos interagindo num sistema bioldgico.
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COOK e BAKER (1983) definem controle biolégico como “a redugdo
da densidade de indculo ou das atividades determinantes da doenca, realizada
por/ou através de um ou mais organismos que ndo o homem ”.

O controle biolégico baseia-se na relacdo antagbnica entre
microrganismos e fitopatégenos, podendo ser caracterizado por diferentes modos
de atuacdo: antibiose, predacdo, inducdo de resisténcia da planta hospedeira,
micoparasitismo, produ¢do de enzimas e toxinas, colonizacao sist€émica da planta
hospedeira, competicdo de nutrientes e sitios de coloniza¢do e liberacdo de
enzimas hidroliticas que atuam na degradacdo da parede celular (BETTIOL,
1991; MELO e AZEVEDO, 1998).

Atualmente, diversos microrganismos sdo utilizados como agentes no
controle de fungos fitopatogénicos, entre eles podemos citar espécies de
Trichoderma, Penicillium, Pythium, Bacillus, Pseudomona, Agrobacterium,
Streptomyces, entre outros (MELO e AZEVEDO, 1998).

Os testes de sele¢do de microrganismos com potencial para o controle
bioldgico podem ser realizados in vitro e in vivo, em condi¢des controladas ou
em condi¢des naturais. Ambos os métodos sdo complementares. Os principais
métodos de selecdo de microrganismos in vitro descritos sdo: pareamento de
culturas, papel celofane, placa sobreposta, liquido metabdlico, etc (MARIANO,
1993). A sele¢do de microrganismo in vivo € realizada através da aplicacdo do
antagonista, seguida da inocula¢do do patégeno no hospedeiro por meio de

pulverizacdo de suspensdo de células, imersdo de raizes, ferimentos, dentre

outros (MELO e AZEVEDO, 1998).
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Apés o isolamento e selecdo de um antagonista, o emprego de
microrganismo como agente de controle bioldgico de fitopatdgenos, ocorre
principalmente por meio do tratamento das sementes, do solo, das partes aéreas

das plantas e pds-colheita.

3.7 Substancias antimicrobianas produzidas por fungos endofiticos

Na interacdo mutualistica entre a planta hospedeira e os
microrganismos endofiticos ocorre a producdo de uma grande variedade de
substancias, tais substdncias apresentam potencial para o uso na medicina
moderna, agricultura e industria, conforme propdem AZEVEDO (1999); ZOU e
TAN (2001); STROBEL e DAISY (2003).

A Leucostatina A, produzida pelo endéfito Neotyphodium sp. apresenta
propriedades antifiingicas e anticancerigenas (ZOU e TAN, 2001; WHITE JR et
al., 2003; ESPOSITO e AZEVEDO, 2004).

A planta Spondias mombin (Anacardiaceae) € utilizada no Brasil
devido as suas propriedades antimicrobianas. A avaliacio dos metabdlitos
secunddrios produzidos pelos fungos endofiticos isolados desta planta
demonstraram excelentes resultados na inibicdo da atividade contra alguns
microrganismos.

Os metabdlitos produzidos pelo endéfito Guignardia sp. apresentaram
atividade contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Saccharomyces
cerevisiae, Geotrichum sp. e Penicillium canadesis. Metabdlitos de

Pestalotiopsis guepinii apresentaram atividade contra S. cerevisiae . Os
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metabolitos de Phomopsis sp. foram eficientes contra Cladosporium elantum,
Mycotypha sp. e S. cerevisiae (RODRIGUES, HESSE e WERNER, 2000).

O fungo endofitico Cryptosporiopsis cf. quercina produz criptocina,
antagonista contra um grande nimero de fungos fitopatogénicos, especialmente
ao fungo Pyricularia oryzae (STROBEL e LONG, 1998).

Foi isolado de pequenos ramos de Cinnamomum zeylanicum o fungo
Muscodor albus, que produz componentes organicos volateis capazes de inibir o
crescimento ou matar fungos e bactérias (STROBEL et al., 2001).

Citocalasinas sdo um grupo de metabdlitos fingicos relacionados pela
estrutura e atividade biolégica, com capacidade antitumoral e atividade
antibidtica. Estes metabdlitos apresentam efeitos que incluem a inibi¢do da
divisdao do citoplasma e dos movimentos celulares, indu¢do do deslocamento
nuclear, retracdo de codgulos e agregacdo de plaquetas, transporte de glucose e
secrecdo da tiredide. Recentemente, trés novas citocalasinas foram relatadas
como provenientes do fungo endofitico Rhinocladiella sp. de Tripterygium
wilfordii (WAGENAAR et al., 2000).

SOUZA et al. (2004) testaram a atividade antimicrobiana de fungos
endofiticos isolados de duas plantas téxicas da Amazdnia, a Palicourea
longiflora (albl) e Strychnoscogens bentham. Dentre as setenta e nove linhagens
de fungos endofiticos selecionadas para ensaios de antagonismo in Vvitro,
dezenove delas apresentaram atividade antagbnica contra um ou mais

microrganismo-teste utilizado.
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Na Amazo6nia Peruana existe uma planta que cresce sobre o tronco de
arvores, Monstera sp., de onde foi isolado o endoéfito Streptomyces sp. MSU-
2110. Este actinomiceto produz um antibidtico peptideo denominado
coronamicina, com atividade antimicrobiana contra o fungo patdégeno
Cryptococcus neoformans e a bactéria Streptococcus pneumoniae, mas a melhor
atividade foi a demonstrada contra protozodrio Plasmodium falciparum,
sugerindo potencialidade como uma droga antimaldrica (EZRA et al., 2004).

Da arvore Fragraea bodenii (Gentianaceae), Papua Nova Guine, LI e
STROBEL (2001) isolaram o fungo endofitico Pestalotiopsis jesteri, que
produziu dois metabdlitos com atividade antimicética, o jesterone e o hidroxi-
jesterone.

PELAEZ et al. (1998) detectaram a atividade antimicrobiana de
linhagens endofiticas isoladas de nove diferentes plantas coletadas em regides de
solo salino e calcdreo da Espanha e sugerem o potencial considerdvel destes

microrganismos na producio de novos metabdlitos.

3.8 Pestalotiopsis sp.

Espécies de Pestalotiopsis sdo encontradas como parasitas ou
endd6fitos, presentes no solo ou em ramos, folhas, peciolos e sementes,
respectivamente. Sao anamorficos pertencentes a ordem Melaconiales, familia
Amphisphariaceae. Os conidiéforos sdo produzidos dentro do corpo de
frutificacdo compacto, denominado acérvulo (SUTTON, 1980). Os conidios em

geral apresentam cinco células, sendo trés células medianas de coloracdo marrom
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e duas células (apical e basal) hialinas, com dois ou mais apéndices apicais
(JEEWON et al., 2002).

STROBEL et al. (2000) identificaram um novo fungo endofitico do
género Pestalotiopsis, o qual, nomearam de P. jesteri em alusdo aos trés a quatro
apéndices terminais dos esporos, parecendo um ‘“chapéu do bobo da corte”. O
jesterone e hidroxi-jesterone sdao metabolitos secundarios de P. jesteri, que
exibem atividade contra fungos oomycetos (LI et al., 2001).

STROBEL (1996; 1997), declara que Pestalotiopsis spp. podem ser
um grupo de fungos com grande potencial biotecnoldgico devido a produgdo de
importantes metabdlitos secunddrios, entre eles o taxol, descoberto inicialmente
na planta Taxus spp.. O endéfito Pestalotiopsis microspora, isolado da 4rvore
Torreya taxifolia, produz vdrios compostos com propriedades antifingicas,
incluindo pestaloside, pestalopirona e hidroxipestalopirona (LEE et al., 1996). LI
et al. (2001) destacaram a produgdo de 4cido ambuico, um agente antifliingico,
produzido por P. microspora. STROBEL et al.(2002) detectaram a produgdo do
metabolito isopestacina, por.P. microspora com propriedades antifingicas e
antioxidantes.

Segundo STROBEL et al. (2000), o endofitico P. microspora (NE-32)
isolado de Taxus wallichiana, apresentou um enorme potencial na producio de
taxol. LI et al. (2005) isolaram fungos endofiticos de plantas medicinais
utilizadas na China, destacando-se entre eles espécies do género Pestalotiopsis

com atividade antitumoral e atividade antimicrobiana.
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H4 um ndmero variado de espécies de Pestalotiopsis relacionados
com doencas em folhas e frutos, conforme descrevem CARDOSO, MAIA e
PESSOA (2002), onde a espécie P. psidii foi relatada como patdgeno causando a
doenca conhecida como podriddo no caule da goiabeira, no estado do Cear4,
Brasil.

Também no Brasil, no estado do Para, foi isolado P. cruenta,
causando manchas nas folhas e lesdes no fruto do mangostio (Garcinia
mangostana L.) (BASTOS; BEZERRA e SANTOS, 2001). AMORIM (1999)
isolou em Alagoas, Brasil, a espécie P. guepinii causando doenca em anttrio
(Anthurium andraeanum), uma planta ornamental muito comum nos jardins e a
espécie de P. longisetula (Guba) foi identificada associada a lesdes em
morangueiro (CAMILLI, CARBONARI e SOUZA, 2002).

Pestalotiopsis spp., em determinadas condi¢des, causa doencga severa
em plantas da familia Rosaceae, conforme estudos realizados na Indonésia
(WIDYASTUTI, 2001). No Norte e Nordeste do Brasil hd relatos de queda de
foliolos em visgueiro (Parkia pendula Benth), uma planta comum em matas
primdrias e secundérias (ROSA e CAVALCANTI, 2005).

HOPIKINS e McQUILKEN (2000), YASUDA, KOBAYASHI e
IZADA (2003) e KEITH, MAILE e ZEE (2006), relatam espécies de
Pestalotiopsis causando doenca em plantas ornamentais, frutos de caqui japonés
e da goiaba, respectivamente. Com excecao dos isolados de plantas ornamentais

identificados como P. sydowiana, tanto no caqui quanto na goiaba estavam
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presentes mais de trés espécies diferentes de Pestalotiopsis, dados confirmados
com anélise de rDNA.

HOPIKINS e MCcQUILKEN (2000) realizaram testes de
patogenicidade dos isolados das plantas. Avaliaram o crescimento e a morfologia
das colonias em diferentes meios de cultura, os efeitos de temperatura, pH e
potencial osmético, destacando o meio dgar-dgua e o meio de cereais com menor
crescimento das colOnias; temperatura ideal de crescimento de 20 a 25°C, com
inibicdo de crescimento a 35°C. O melhor crescimento micelial ocorreu com pH
5,5 em BDA osmoticamente ajustado entre 1,2 a 2,1 MPa de NaCl.

KEITH, MAILE e ZEE (2006) avaliaram os efeitos de temperatura
influenciando o crescimento micelial e obtiveram as mesmas informagdes que
HOPIKINS e MCcQUILKEN (2000), porém, com espécies diferentes de

Pestalotiopsis.

3.8.1 Taxonomia de Pestalotiopsis sp.

A classificagdo do género Pestalotiopsis, segundo muitos taxonomistas,
baseou-se durante muitos anos, em caracteristicas que incluem tamanho,
septacdo, pigmentacdo do conidio e auséncia ou presenca de apéndices (NAG,
1993; SUTTON, 1980).

JEEWON et al. (2002) destacaram outros géneros com caracteristicas
semelhantes ao Pestalotiopsis como: Bartalinia, Discosia, Monochaetia,
Pestalotia, Seiridium, Seimatosporium e Truncatella. Os autores propuseram

uma andlise molecular baseada nas seqiiéncias de rDNA, agregando as
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informacdes das caracteristicas morfolégicas para resolver problemas na
taxonomia entre os géneros, determinando uma nova chave de classificacao,
destacando como caracteristicas do género Pestalotiopsis, conidios com células
medianas pigmentadas (versicolor ou concolor), euseptadas, com dois a quatro
apéndices apicais e um apéndice basal central, sempre presente.

Entretanto, o género Pestalotiopsis é complexo. JEEWON et al. (2003)
relataram que taxonomistas como STEYAERT (1949); GUBA (1961); SUTTON
(1980) e NAG (1993) determinaram um esquema apropriado para as diferentes
espécies de Pestalotiopsis. STEYAERT (1949), divide as espécies do género
baseando-se no nimero de apéndices apicais; GUBA (1961), as espécies sdo
classificadas de acordo com a diferenca na pigmentacdo de células medianas,
formando dois grupos distintos: “concolor” (pigmentagdo uniforme) e
“versicolor”, subdividindo o segundo em oliviceo ferruginoso e oliviceo escuro,
além de utilizar critérios como o tamanho do conidio e apéndices. NAG (1993),
destaca que células medianas exibem grau de pigmentacdo varidvel entre as
espécies e sugere a utilizagdo do tamanho do conidio e apéndices. SUTTON
(1980) e NAG (1985) ressaltam a importancia da conidiogénese para a
identificacio de muitas espécies. Como se ndo bastassem divergéncias nos
critérios de classificacdo, muitos autores descrevem e renomeiam espécies de
Pestalotiopsis.

Tendo em vista estas diferencas, JEWON et al. (2003) confrontaram as
caracteristicas morfologicas empregadas na taxonomia de espécies de

Pestalotiopsis com a andlise molecular filogenética e propuseram que a
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classificagdo taxondmica considere os seguintes critérios: pigmentagdo de células
medianas; morfologia dos apéndices apicais, comprimento dos apéndices apicais
e comprimento do esporo.

KEITH, MAILE e ZEE (2006), analisando a morfologia dos conidios e
das colOnias, tentaram correlacionar com dados moleculares, destacando no
trabalho a dificuldade de analisar simultaneamente as informagdes moleculares e

morfolégicas.

3.9 Marcadores moleculares do tipo RAPD

WILLIAMS et al. (1990), descreveram a técnica de Random Amplified
Polymorfic DNA (RAPD), que permite de maneira rdpida, avaliar o grau de
similaridade entre genétipos, em niveis inter e intraespecifico. No mesmo ano e
na mesma edi¢do da revista, mas independentemente, WELSH e McCLELLAND
(1990), propuseram Arbitrarily Primed — Polymerase Chain Reaction (AP-PCR),
nome mais adequando para a técnica, pois os primers sdo arbitrarios.

Os marcadores de RAPD permitem gerar uma grande quantidade de
informacdes sobre a diversidade genética. Em geral, os dados sdo obtidos na
forma de matriz composta por certo nimero de gendtipos que podem ser
variedades, isolados ou clones, genotipados para dezenas ou centenas de
marcadores RAPD, obtidos com um ou mais primers. S3ao ferramentas
importantes para verificar a variabilidade existente entre diferentes isolados de
uma mesma espécie e permitem verificar o grau de relagdo genética entre estes

isolados (AUFAVRE-BROWN, COHEN e HOLDEN, 1992).
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WELSH e McCLELLAND (1990) e MILCHEMORE, PARAN e
KESSELI (1991), enfatizam como vantagem da utilizagdo deste método para
andlise do DNA de muitos microrganismos, a ndo necessidade de conhecer
previamente a bioquimica e fisiologia do organismo que estd sendo estudado.

No RAPD, a reacdo de amplificacdo procede em condicdes de baixa
estringéncia, permitindo que ocorra o pareamento entre os iniciadores e 0 DNA-
alvo, mesmo que nio haja complementaridade total entre as duas seqiiéncias.
Como resultado, obtém-se um conjunto de fragmentos amplificados os quais,
separados por eletroforese em gel, produzem um padrido de bandas especifico.

SILVA-MANN et al. (2002) associaram informagdes de teste de
patogenicidade com marcadores bioquimicos e moleculares de DNA/RAPD,
visando a identificacdo e diferenciacdo do complexo Colletotrichum. Pelo teste
de patogenicidade dos dez isolados, trés foram classificados como causadores de
antracnose e sete de ramulose. Marcadores bioquimicos ndo foram eficientes para
a distincdo destes isolados. Entretanto, pela andlise do RAPD, o valor de
similaridade encontrado para os dois grupos foi de 51,7%, confirmando a
potencialidade da técnica para diferenciar tais fungos.

O ensaio de RAPD é o método de escolha para muitos estudos, uma vez
que ¢é sensivel, rdpido e relativamente simples, além de ndo requerer informacgdes
acerca da seqii€éncia nucleotidica do DNA gendmico. O RAPD tem sido
amplamente utilizado para o estudo de diversos grupos de seres vivos, sendo
extremamente util para estudos de identificacdo taxondmica (LIU et al., 1995;

YUAN et al., 1995; GUZMAN et al.,, 1999; BLANCO, 1999), andilise de
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variabilidade da viruléncia em fungos fitopatogénicos (COOKE et al., 1996;
FERNANDEZ e HANLIN, 1996; MOSTAFA et al, 2002; ARAYA,
ALLEYENE e STEADMAN, 2004; BELABID et al., 2004), caracterizacdo de
racas (BOWDITCH et al., 1991; GUTHRIE et al., 1992; JIMENEZ-GASCO,
PEREZ-ARTES e JIMENEZ-DIAZ, 2001), variabilidade inter e intraespecifica
de populacdes de diferentes regides (LIEW e IRWIN, 1994; GUZMAN et al.,
1995; JAMIL et al., 2000; ROY , SIMON e LAPOINTRE, 2000) e também
podem ser utilizados para evidenciar mecanismos de recombinacdo em fungos

filamentosos (DALZOTO et al., 2003).

3.9.1 RAPD em microrganismos endofiticos

GLIENKE (1995) e GLIENKE-BLANCO et al. (2002) por meio do
método de RAPD, encontraram alta variabilidade genética em isolados
endofiticos de G. citricarpa de citros e verificaram a existéncia de duas espécies
distintas, uma G. citricarpa, responsavel pela mancha preta de citros e a outra, G.
mangiferae.

PENNA (2000) analisou a variabilidade genética de vinte e quatro
isolados do fungo endofitico Phyllosticta sp. presentes em erva-mate (Ilex
paraquariensis, ST.HIL.).

KASSAWARA (2005), analisou ampla variabilidade genética, com
marcadores RAPD, de 83 isolados de Fusarium sp. PAMPHILE e AZEVEDO
(2002) utilizaram a técnica de RAPD em estudos de isolados endofiticos de F.

oxysporum obtidos de sementes de milho. Com RAPD, RIBEIRO (1995)
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caracterizou 17 isolados do género Penicillium endéfitos provenientes de Zea
mays, o que permitiu separd-los em grupos. STRINGARI (2004) separou
linhagens de Guignardia spp. em cinco grupos principais, classificando o género
e a espécie isolada de plantas sadias de citros € manga por meio de marcadores

RAPD.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Material biolégico
4.1.1 Fungos endofiticos de espinheira santa

Sessenta e seis isolados endofiticos foram avaliados. Deste total, 42
foram isolados de folhas de M. ilicifolia (espinheira santa) no més de junho de
2005, no Centro Nacional de Pesquisa de Floresta (CNPF) da EMBRAPA
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria), localizada no municipio de
Colombo, Parand. Os demais foram cedidos cordialmente por PILEGGI (2006),
obtidos de amostras de folhas, peciolos e sementes do mesmo hospedeiro,
coletados no mesmo local, nos anos de 2004/2005 e fazem parte do banco
biologico do Laboratério de Genética de Microrganismos da Universidade

Federal do Paran4, Curitiba, Parana.

4.1.2 Microrganismos usados para teste de antagonismo e atividade
antimicrobiana
Para determinar a atividade antimicrobiana dos isolados, foram

utilizadas as seguintes linhagens: Fusarium sp. 151-2, fitopatégeno da cultura do
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milho, Trichoderma sp. CNBP2F16, fitopatdgeno da cultura do café, G.
citricarpa, linhagens PC 13/96 e 33/05, agente causal da MPC. Todas
pertencentes ao banco biologico do Laboratério de Genética de Microrganismos
da Universidade Federal do Parana.

Para levantamento dos isolados com potencial antibacteriano foram
utilizados como microrganismos testes as bactérias: Escherichia coli (ATCC
25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC
29212), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), Micrococcus luteus (ATCC 9314) e MARSA (S. aureus oxalino
resistente), cedidas pelo Hospital das Clinicas da Universidade Federal do

Paran4g, Curitiba, Parana.

4.1.3 Fungos endofiticos utilizados para analise de variabilidade genética
Como grupo externo, para andlise de variabilidade genética por RAPD,
foi utilizado Colletotrichum boninense, endofito de espinheira santa, cedido
cordialmente por PILEGGI (2006). Trés espécies endofiticas de Pestalotiopsis
utilizadas como linhagens referéncias: GaC2 1.1 P. phothiniae, MpCel 1.3 P.
neglecta voucher e GaFrl 2.3 P. virgulata, isolado de caule de Gustavia cf.
eliptica, de caule de Muraya paniculata e fruto de G. elipitica, cedidas
cordialmente pelo Prof® Dr. José Odair Pereira, da Universidade Federal do

Amazonas.
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4.2 Meios e solucoes

4.2.1 Meio Batata-Dextrose-Agar (BDA)

Batata descascada e cortada 200,0 g
Dextrose 20,0 g
Agar 150¢g
Agua destilada p/1000,0 mL

As batatas foram cozidas em 500 mL de dgua destilada durante 20
minutos. Filtrou-se com gaze, adicionou-se a dextrose ao caldo e completou-se
com 4gua destilada para 1000 mL. O pH foi ajustado para 5,8 adicionando-se

NaOH IN e/ou HCI 1N conforme a necessidade. Acrescentou-se o dgar.

4.2.2 Meio Agar-Dextrose-Folha de espinheira santa (BDAES)

Folhas de espinheira santa 200,0 g
Dextrose 200 ¢g
Agar 15,0 g
Agua destilada p/1000,0 mL

As folhas foram lavadas e batidas no liquidificador com 200 mL de
dgua destilada, até a mistura ficar homogénea. Filtrou-se com gaze. Adicionou-se
a dextrose ao caldo e completou-se com dgua destilada para 1000 mL. O pH foi
ajustado para 5,8 adicionando-se NaOH 1N e/ou HCl 1IN conforme a

necessidade, foi acrescentado o dgar.
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4.2.3 Meio Agar — Agua (MAA)

Agar 150¢g
Agua destilada p/ 1000,0 mL
O pH foi ajustado para 5,8 adicionando-se NaOH IN e/ou HCI 1IN

conforme a necessidade, foi acrescentado o agar.

4.2.4 Meio Aveia-Agar

Aveia 30,0 g
Agar 150¢g
Agua destilada p/1000,0 mL

A aveia foi fervida durante 30 minutos com metade do volume da dgua.
A suspensdo foi filtrada com gaze. Adicionou-se dgua para completar o volume.
O pH foi ajustado para 5,8 adicionando-se NaOH IN e/ou HCI] IN conforme a

necessidade. Acrescentou-se o dgar.

4.2.5 Meio Agar Extrato de Malte (PATERSON e BRIDGE, 1994)

Extrato de malte 200 ¢g
Glicose 200 ¢g
Peptona 10g

Agar 150¢g



34

Agua destilada p/1000,0 mL
O pH foi ajustado para 5,8 adicionando-se NaOH IN e/ou HCI 1N

conforme a necessidade. Adicionou-se o 4gar.

4.2.6 Meio Completo (MC)
NaNO; 6,0 g
KH,PO, 15¢g
KCl 0,5¢g
MgS0O,.7H,0 05¢g
FeSO, 0,01 ¢
ZnSOy 0,01¢g
Glicose 10,0 g
Peptona 20¢g
Extrato de levedura 20¢g
Caseina hidrolisada 1,5¢
Solucdo de vitaminas 1,0 mL
Agua destilada p/1000,0 mL
Agar 150¢g

Os ingredientes foram misturados, exceto o dgar, em agua destilada sob
agitacdo. Completou-se o volume para 1000 mL. O pH foi ajustado para 5,8
adicionando-se NaOH IN e/ou HCI 1N conforme a necessidade. Acrescentou-se

o agar.



4.2.7 Meio Agar Mueller Hinton (MHA)

Infusdo de carne bovina
Peptona de caseina 4cida
Amido

Agar

Agua destilada

4.2.8 Caldo Extrato de Malte (MEB)

Extrato de malte
Glicose
Peptona

Agua destilada

4.2.9 Caldo Nutriente (NB)

Peptona de gelatina
Extrato de carne bovina
Agua destilada

4.2.10 Lactofenol incolor

Hidrato de cloral cristalizado

35

300¢g
175¢g

15¢
170 g

p/1000,0 mL

p/1000,0 mL

p/1000,0 mL

80,0 g



Acido lético puro

Fenol

4.2.11 Lactofenol azul

Acido litico

Cristais de fenol

Glicerina

Azul de algodao (Metyl Blue Difco)

Agua destilada
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20,0 g

20,0 g

20,0 g
20,0 g
20,0 g
0,05 ¢

20,0 mL

Os cristais de fenol foram derretidos em banho-maria. Adicionaram-se

os demais componentes. Depois de 24 horas, filtrou-se e armazenou-se em frasco

€scuro.

4.2.12 Solucio de Vitaminas

Acido Nicotinico

Acido p-Aminobenzéico
Biotina

Piridoxina

Riboflavina

Tiamina

Agua destilada esterilizada

100,0 mg
10,0 mg
0,2 mg
50,0 mg
100,0 mg
50,0 mg

p/ 100,0 mL
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A solucdo foi aquecida em banho-maria a 98°C por 15 minutos e

armazenada em frasco escuro, previamente autoclavado, a 4°C.

4.2.13 Solucio salina (p/v)

NaCl 85¢g
Agua destilada 1000,0 mL
Autoclavou-se durante 20 minutos a 1 atm e guardou-se em

refrigerador a 4°C.

4.2.14 Solucao de Tetraciclina

Tetraciclina 10g
Etanol absoluto 20,0 mL

Preparou-se a solugdo sob agitacdo e estocou-se em frasco escuro a —

20°C.

4.2.15 Solucao para paralisar a germinacao de picnidiésporos (CARDOSO-

FILHO, 2003)
Metanol 27,0 mL
Formol 37% 15,0 mL

Agua destilada 63,0 mL
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4.2.16 Derozal Bayer®
Carbendazim 10,0 mg
Agua destilada 10,0 mL

4.2.17 Solucdo de MTT [3-(4,5-Dimethyl-2-thiazol)-2.5-diphenyl-2H-

tetrazolium bromide] Sigma, M-2128

MTT 25 mg
Agua destilada esterilizada p/10 mL
Diluiram-se 25 mg de MTT em 4gua destilada autoclavada, até atingir o

volume final de 10 mL.

4.2.18 Tampao de Extraciao de DNA (TE) (preparado no momento do uso)

Tris-HCl pH 8,0 200,0 mM
EDTA pH 8,0 25,0 mM
NaCl 250,0 mM
SDS (p/v) 1 %

4.2.19 Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) 10%

SDS 10,0 g
Agua destilada 100,0 mL

A solucdo foi autoclavada e mantida a temperatura ambiente.
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4.2.20. Solucao de brometo de etidio

O brometo de etidio 1% (p/v) foi dissolvido em dgua destilada, agitou-
se por vdrias horas e estocou-se a temperatura ambiente, protegido de luz. No
momento do uso, adicionou-se 3ul. desta solucdo a 100 mL de tampdao TBE

(1X).

4.2.21 Clorofil

Cloroférmio 240,0 mL

Alcool isoamilico 10,0 mL
4.2.22 Clorofane

Fenol 100,0 mL (50%)

Cloroférmio 100,0 mL (50%)

4.2.23 Gel de agarose (0,8 %)

Agarose 0,8 ¢g

Tampao TEB 1X 100,0 mL

4.2.24 Gel de agarose (1,5 %)

Agarose I.5¢g
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Tampdo TEB 1X 100,0 mL

4.2.25 RNAse

A solugdo foi preparada na concentragdo de 10 mM de Tris-HCI pH
7,5 e 15 mM de NaCl. Aqueceu-se a 100°C por 15 minutos e estocou-se a —

20°C.

4.2.26 Tampao da amostra (6X)

Azul de bromofenol 3% 1,000 mL
Glicerol 1,035 mL
Agua destilada p/ 5,0 mL

4.2.27 Tampao da corrida TEB 10X pH 8,0

Trizma base 540¢g
Acido bérico (H;BO5) 275¢g
EDTA 4,65 g
Agua destilada 100,0 mL

A solucdo foi autoclavada e estocada a temperatura ambiente. No

momento de uso, dilui-se 10 vezes com dgua Milli-Q
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4.2.28 Tampao TRIS-EDTA

Tris-HCl1 pH 7,6 10,0 mM

EDTA pH 8,0 1,0 mM

4.2.29 Marcador de peso molecular (DNA de fago lambda clivado com Hind

II1 Gibco)

O marcador de peso molecular do DNA foi fornecido concentrado e no
momento do uso. Diluiu-se na propor¢do de 1 pLL do marcador: 1 pl. do tampao
da amostra: 4 pl. de dgua Milli-Q esterilizada. Na corrida eletroforética foi

utilizado 5 pLL do marcador

4.2.30 Marcador de peso molecular (DNA Ladder 100pb Ludwing Biotec)

O marcador de peso molecular foi fornecido concentrado e no momento
do uso diluiu-se na propor¢do de 1 pl. do marcador: 2 pl. do tampao da amostra:
7 pL de dgua Milli-Q esterilizada. Na corrida eletroforética foram utilizados 15

uL do marcador.

4.2.31 Oligonucleotideos (Invitrogen)

Adicionou-se 10 mM de Tris-HClI pH7,0 aos oligonucleotideos,

inicialmente em forma de precipitados liofilizados, para obter uma solugdo
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estoque com concentracdo igual a 50 pM. No momento do uso, a solucdo estoque

foi diluida para obter uma solugdo de concentragdo 4puM.

OBS: Todos os meios de cultura foram autoclavados durante 20 minutos a 1 atm

e armazenados em temperatura ambiente.

4.3. Isolamento dos fungos endofiticos de folhas de espinheira santa

Para coleta, deu-se preferéncia para folhas sem marcas, arranhaduras ou
ferimentos. A metodologia utilizada para o isolamento foi descrita por PETRINI
(1986). Apds a coleta, as folhas foram colocadas em sacos plésticos, etiquetou-se
e levou-se imediatamente para o laboratério. No laboratério, as superficies das
folhas foram lavadas em dgua corrente, com auxilio de uma esponja para a
remog¢do dos microrganismos epifiticos e outros contaminantes.

Antes de iniciar o processo de desinfeccdo das folhas, os peciolos
foram vedados com parafina derretida, para evitar a entrada dos desinfetantes nos
seus tecidos internos. As folhas vedadas foram mergulhadas em frascos com
dgua destilada esterilizada por 1 minuto, no etanol 70% por 1 minuto, no
hiploclorito de s6dio (NaOCl) a 3% por 10 minutos, etanol 70% por 30 segundos
e por ultimo, em 4gua destilada esterilizada por 6 minutos. Os espinhos das
extremidades das folhas foram cortados. Os fragmentos (5-7 mm) foliares, foram

transferidos para placas de Petri (90 mm) contendo os meios BDA e BDAES,
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adicionados de Tetraciclina (100png/mL) para impedir o crescimento bacteriano

(ARAUJO et al., 2002).

4.4 Conservacao dos fungos endofiticos

Todos os isolados endofiticos foram numerados e estocados de duas
maneiras:
- Em frascos contendo meio BDA inclinado, mantidos a 4°C, realizando-se
repiques mensalmente.
— Dentro de frascos, contendo 1,5 mL de dgua destilada esterilizada com
discos de 5 mm meio BDA contendo micélios e/ou conidios. Repetiu-se o

procedimento a cada trés meses.

4.5 Avaliacao da atividade antimicrobiana

4.5.1 Antagonismo contra fungos fitopatogénicos

Um levantamento inicial utilizando a Técnica de Cultura Pareada
(MARIANO,1993) foi realizado para avaliacdo do antagonismo dos isolados
endofiticos contra fitopatégenos, respeitando o tempo de crescimento dos
isolados e fitopatégenos avaliados (Anexo 1).

Posteriormente foram realizados testes para deteccdo de metabdlitos
voldteis e ndo volateis, com os isolados endofiticos que apresentaram resultados

positivos.
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Os discos contendo micélio e/ou conidios, dos isolados endofiticos ou
dos fitopatogenos ensaiados foram obtidos de colonias crescidas em BDA,
durante sete dias, incubadas em estufa BOD e fotoperiodo de 12 horas. Apds este
periodo foram retirados os discos da borda das colonias, com auxilio do vazador
de rolhas.

A avaliagdo para determinar a porcentagem de inibi¢cdo do crescimento
foi obtida medindo-se o didmetro das coldnias, subtraindo-se o didmetro do disco
de micélio inicial (QUIROGA et al., 2001) e calculada de acordo com

EDGINTON et al. (1971), pela férmula:

Porcentagem de inibi¢do (P1%) = Dc-Dt  x 100
D¢

Onde, Dc ¢ o didmetro médio da coldnia do fitopatégeno no controle e
Dt € o diametro médio da coldnia do isolado endofitico nos tratamentos testados.

Contra as linhagens de G. citricarpa PC13/96 e G. citricarpa 33/05
foram realizados testes de metabolitos volateis com placa de Petri com diviséria e

deteccdo da atividade antifungica dos extratos dos isolados endofiticos.

4.5.1.1 Técnica de Cultura Pareada

Em placas de Petri contendo BDA, colocou-se um disco (@ 6 mm) da
cultura do fitopatégeno e no lado oposto, um disco com o isolado endofitico a ser

avaliado, ambos a 1,0 cm da borda. Apds o pareamento, as placas foram vedadas
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com filme de PVC e mantidas durante 7 dias em estufa BOD, com fotoperiodo de
12 h a 28°C. Foi realizado um delineamento inteiramente casualizado com cinco
repeticdes por tratamento. O controle recebeu apenas o fitopatdgeno, com trés
repeticoes. A avaliagdo foi realizada mediante medi¢do do didmetro da colonia

comparando com o controle e observacao das interacdes entre as colOnias.

4.5.1.2 Teste para deteccao da producao de metabdlitos volateis

Duas metodologias foram ensaiadas. A primeira consistiu em
posicionar placas de Petri uma frente a outra. Apds ter vertido meio BDA em
cada uma delas, inoculou-se o isolado endofitico a ser avaliado em uma e na
outra, o fitopatégeno (ambos na forma de discos de dgar (¥8 mm) contendo
micélio e conidios). As placas foram sobrepostas, vedadas lateralmente com
filme de PVC e em seguida, incubadas em estufa BOD a 28°C, durante sete dias.
Foi realizado delineamento inteiramente casualizado com cinco repeti¢des por
tratamento. O controle recebeu apenas o fitopatégeno, com trés repeticdes. A
avaliacdo foi realizada mediante medicdo do didmetro da coldonia comparando
com o controle.

Na segunda metodologia, foram utilizadas placas de Petri com
diviséria, contendo BDA. Nas extremidades da placa, foi inoculado um disco
(@12 mm) de cultura do fitopatégeno G. citricarpa PC13/96 ou G. citricarpa
33/05 e no outro, um disco com a cultura do isolado endofitico a ser avaliado,

ambos a 1,0 cm da borda, em posicdes opostas. As placas foram vedadas com
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filme de PVC e mantidas em BOD, a 28°C, fotoperiodo de 12 horas. Avaliou-se
o potencial de inibicio medindo-se o didmetro das colonias apds sete dias de
crescimento comparando com o controle, que recebeu apenas o disco do

fitopatogeno.

4.5.1.3 Teste para deteccao de metabdlitos nao volateis

A técnica consistiu em cobrir assepticamente toda a superficie do meio
BDA, inclusive nas bordas com discos de papel celofane (@11 cm). A seguir, foi
inoculado no centro, sobre a superficie do papel celofane, discos de dgar (38
mm) contendo micélio do isolado endofitico. As placas foram incubadas por 48
horas ou até atingirem aproximadamente 2/3 de toda a placa, a uma temperatura
de 28°C, com fotoperiodo de 12 horas. Mediu-se o didmetro da colodnia e retirou-
se o papel celofane (juntamente com a coldnia do isolado endofitico). Sobre a
superficie de meio BDA, inocularam-se dois discos de micélio do fitopatégeno a
ser avaliado (a 1,0 cm da borda da placa, em dire¢do oposta). Realizou-se cinco
repeticoes do tratamento e trés nas placas controles, que receberam apenas o
fitopatdgeno. As placas foram incubadas nas mesmas condicdes descritas
anteriormente e aguardou-se 72 horas. Apds este periodo, mediu-se o
crescimento das col6nias e comparou-se com o controle (Adaptado ETHUR,

CEMBRANEL e SILVA, 2001).
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4.5.2 Avaliacao da acio dos extratos

4.5.2.1 Obtencao dos extratos

Para o processo de fermentagdo, trés discos (@ 6 mm) do isolado
endofitico de interesse, foram inoculados em frascos de Erlenmeyer (250 mL),
contendo 50,0 mL de caldo extrato de malte. Inoculou-se durante sete dias (110
rpm, 28°C, fotoperiodo de 12 horas).

Ap6s a fermentagdo, o micélio foi separado do liquido fermentado com
filtracdo em papel Whatman n°® 4. Ao volume do filtrado obtido, adicionou-se o
mesmo volume de acetato de etila em um baldo de separacdo, agitou-se
vigorosamente por trés vezes e aguardou-se a formagdo de duas camadas: Uma
aquosa, na parte inferior e outra organica, na parte superior. Transferiu-se a fase
organica para um novo recipiente, submeteu-se a fase aquosa a mais uma
extracdo com EtOAc, repetiu-se o procedimento por mais duas vezes. Adicionou-
se a fase orgdnica 5% de sulfato de sdédio anidro e filtrou-se novamente com
papel Whatman n° 4. Obteve-se extrato bruto seco passando a fase orgdnica em

rotaevaporador. O extrato foi pesado e diluido em metanol (10mg/mL).

4.5.2.2 Crescimento micelial

Foram obtidos discos (@ 12 mm) de colonias da cultura do fitopatégeno
G. citricarpa PC13/96 ou G. citricarpa 33/05, estes foram inoculados no centro

de placas de Petri contendo BDA. A 1,0 cm da borda, em posi¢des opostas,
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foram colocados discos de papel filtro esterilizado (@ 5 mm) e sobre estes foram
inoculados 10,0 pL do extrato metandlico a ser avaliado. As placas foram
fechadas com filme de PVC e mantidas a 28°C, fotoperiodo de 12 horas, em
BOD. Avaliou-se o potencial de inibicdo medindo-se o didmetro das colOnias
apos sete dias de crescimento, comparando-se com o controle negativo onde foi
inoculado 4gua destilada autoclavada. Como controle positivo foi utilizado
fungicida Derosal ® (1,0 mg/mL).

Para determinar se os extratos apresentavam atividade fungicida ou
fungistatica, ao término do experimento, o micélio da extremidade da colonia foi
transferido para placas com BDA, sem a presenca dos extratos e mantidas a
28°C, em BOD, fotoperiodo de 12 horas, durante cinco dias (Adaptado

QUIROGA et al., 2001).

4.5.2.3 Influéncia na germinacao de picnidiésporos e formacao do apressorio

Foram colocados 10 pl. de suspensdes de picnididsporos do
fitopatégeno G. citricarpa PC13/96 ou G. citricarpa 33/05 (aproximadamente
1x10* picnidiésporos/mL de “Tween 807 0,1%), em placas de Petri de
poliestireno, sobre esta suspensdo foram adicionados 10 pL do extrato
metanodlico. Fragmentos de papel Whatman n° 4 (2,0 cm x 2,0 cm) foram
colocados dentro das placas e embebidos em dgua destilada autoclavada, as
placas foram seladas com filme de PVC e mantidas a 28°C, fotoperiodo de 12

horas, em BOD durante 24 e 48 horas. Apés este periodo, a porcentagem de
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germinacdo foi avaliada por meio da observacdo por microscépio Optico
(aumento de 1000 X). Considerou-se como germinados os picnidiésporos com
tubo germinativo de tamanho igual ou superior ao comprimento do picnidiésporo
nio germinado. Antes da leitura, em cada placa foram adicionados 10 pLL de uma
solucdo para paralisar a germinagdo dos picnididsporos (item 4.2.15). Como
controle positivo foi utilizado o fungicida Derosal® (1,0 mg/mL) e controle

negativo apenas dgua destilada autoclavada.

4.5.2.4 Formacao de picnidios de G. citricarpa em folhas autoclavadas

Para testar o efeito inibitério dos extratos metandlicos na formacgdo de
picnidios, folhas de limdo cravo foram coletadas no Campus do Setor de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal do Parana. As folhas foram lavadas em dgua
corrente, cortadas em pequenos fragmentos e autoclavados por 20 minutos em
dgua destilada. Trés fragmentos foram colocados em placas de Petri com meio
BDA. Discos de micélio (@ 12 mm) de coldnias da cultura do fitopatégeno G.
citricarpa PC13/96 ou G. citricarpa 33/05 foram inoculados em pontos
adjacentes a cada fragmento foliar, sobre estes foram adicionados 10 pL do
extrato metanodlico. As placas foram vedadas com filme de PVC e mantidas a
28°C, fotoperiodo de 12 horas, em BOD durante 21 dias. Apds este periodo, os
picnidios crescidos sobre os fragmentos foliares foram contados, por observacao

com lupa. Como controle positivo foi utilizado fungicida Derosal ® (1,0 mg/mL).
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4.5.3 Atividade antibacteriana dos endoéfitos

4.5.3.1 Obtencao do metabolito

Os isolados endofiticos foram cultivados em BDA durante 7 dias
(28°C, fotoperiodo de 12 horas, BOD), apés este periodo, trés discos (@ 6 mm)
foram retirados da borda da colonia e inoculados em frascos de Erlenmeyer (100
mL) contendo 10 mL de BD (acrescido de 0,2% de extrato de levedura),
incubados por oito dias, 120 rpm, a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas.
Posteriormente a fermentacdo, separou-se o micélio do liquido fermentado
filtrando com papel Whatman n° 4. O liquido novamente foi filtrado em
membrana Millipore (0,22 pm ou 0,45 pm) e armazenado a 4°C para realizacdo

dos ensaios antibacterianos.

4.5.3.2 Avaliacao da acao antibacteriana

Para avaliagdo da atividade antibacteriana foram realizados ensaios
bioldgicos qualitativos, em triplicata, utilizando como controle positivo o
antibidtico Tetraciclina (0,5 pL/mL de etanol absoluto), pelo método de difusao
em disco (cup plate e pour plate) e difusao com vazador de rolhas (pour plate), a
partir da obtencdo do liquido metabdlito dos isolados endofiticos contra
microrganismos teste E. coli e S. aureus.

Para a metodologia cup plate, os microrganismos teste, crescidos over-

night em caldo nutriente, ajustadas a uma concentragdo de 10° cél/mL em
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solucdo salina, foram inoculados (50 pL) sobre placas de Petri contendo meio
MHA, espalhou-se com alga de Drigalsky. Posteriormente colocaram-se discos
papel Whatman n° 4 estéreis (@ 5 mm) inoculados com 10 pL do liquido
metabolito. As placas permaneceram incubadas a 37°C durante 24 horas.
Avaliou-se a atividade antimicrobiana pela formacdo do halo de inibig¢do
(Adaptado MARIANO,1993; SOUZA, 2004). Para pour plate, seguiu a mesma
metodologia, porém, foram inoculados 1000 pL. em 15 mL de meio MHA
fundente, aguardou-se a solidificacdo e entdo foram colocados os discos de papel
inoculados com liquido metabdlito.

Para a segunda metodologia empregada, o método de difusdo com
vazador de rolhas (pour plate), os microrganismos teste crescidos over-night em
caldo nutriente, ajustados a uma concentraco de 10° cél/mL com solucdo salina,
foram inoculados (1000 pL.) em 15 mL de meio MHA, mantido em banho-maria
a aproximadamente 50°C e espalhados em placa de Petri. Aguardou-se a
solidificagdo e com vazador de rolhas esterelizado, fez-se pocos (@ 5 mm), onde
foram adicionados 100 pL. do liquido metabdlito. As placas foram incubadas
durante 24 horas a 37°C. Avaliou-se a atividade antimicrobiana pela formag¢ao do

halo de inibi¢cdo (Adaptado MARIANO,1993; SOUZA, 2004)
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4.5.3.3 Técnica de bioautografia em placas de cromatografia em camada

delgada (CCD) pelo método do agar-overlay

Para o desenvolvimento desta técnica foram utilizados extratos
metanodlicos dos isolados endofiticos de Pestalotiopsis spp., obtidos de acordo
com a metodologia descrita no item 5.1.1.2, testados contra os seguintes
microrganismos teste: E. coli, S. aureus. E. faecalis, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, M. luteus e MARSA.

Um fragmento do meio contendo o microrganismo teste, foi retirado e
transferido para um novo tubo contendo 10 mL de caldo MH, homogeneizou-se
no agitador de tubos e incubou-se a 37°C por 24 horas. A partir deste indculo
preparou-se uma dilui¢io com 10°cél/mL e transferiu-se 100 pL para um novo
tubo de ensaio com tampa, contendo 10 mL de caldo MH. Homogeneizou-se
com agitador de tubos e incubou-se a 37°C por 48 horas. Neste intervalo,
prepararam-se as placas CCD (20 x 20 cm), cortou-se na medida de 6 x 6 cm,
estas foram divididas, riscando-as com ldpis em quatro quadrados medindo 1,5
cm cada, fez-se também um pequeno corte no canto esquerdo para servir como
guia. Colocou-se um quadrado de CCD em cada placa de Petri e autoclavou-se
por 20 minutos a 1 atm. Apds as 48 horas, aplicou-se 5 e 10 pL de cada amostra
do extrato metandlico em cada fileira na placa, reservando a ultima fileira para
aplicacdo do controle positivo: solu¢do de Tetraciclina (5 mg/mL). Uma aliquota
de 100 pL do indculo foi retirada e transferida para um tubo com tampa contendo

10 mL de Agar MH, (manteve-se aquecido em banho-maria a 58°C, evitando-se
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a solidificagdao do meio ou danos a bactéria), tampou-se o tubo e homogeneizou-
se no agitador de tubos durante um minuto. Cobriu-se a placa de CCD com todo
o volume do tubo. Aguardou-se com a placa de Petri aberta até a solidificagcdo do
meio. A placa foi tampada e incubada a 37°C por 24 horas.

Para visualizacdo da atividade antimicrobiana dos extratos metandlicos,
borrifou-se a placa com solugdo de MTT [3-(4,5-Dimethyl-2-thiazol)-2.5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide] (Sigma, M-2128) e incubou-se por um
periodo de uma a duas horas. A atividade foi detectada através da formacao do

halo de inibicao (esbranquicado) contra um fundo roxo.

4.6 Caracterizacao morfolégica molecular de Pestalotiopsis spp.

4.6.1 Obtencao de colonia monosporica

Apo6s serem identificadas como pertencentes ao género Pestalotiopsis
obteve-se colonia monospdrica, cultivando o isolado endofitico em placa de Petri
com meio BDA e incubou-se a 28°C. Observou-se o crescimento da colonia e
monitorou-se com observagdo em microscopia optica o aparecimento de esporos.
Fragmentos de hifas e esporos foram coletados e macerados em solugdo de
“Tween 80” 0,1%. Despejou-se a suspensdo de esporos dentro de seringas
contendo 1a de vidro, apoiadas em tubos Falcon. Em seguida, adicionou-se mais
10 mL de solucdo salina. Centrifugou-se a solugdo filtrada, durante 4 minutos a

7000 rpm (rotagdes por minuto). Descartou-se o sobrenadante, adicionou-se
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400uL de solugdo salina para suspender o precipitado onde ficaram contidos os
esporos, retirou-se 10 pL desta suspensdo e os esporos foram contados na
Camara de Neubauer. Quando necessério, diluiu-se em solu¢do salina. Foram
semeados 100 pL de suspensdo em uma placa de Petri contendo meio BDA,

espalhou-se com alca de Drigalsky, incubou-se a 28°C. O material obtido foi

estocado em tubos com BDA inclinado a 4°C.

4.6.2 Técnica de microcultivo (KERN e BLEVINS, 1999)

Apés a obtencdo da colonia monospdrica, realizou-se a técnica de
cultura em lamina ou técnica de microcultivo para identificagcdo dos isolados
endofiticos. Para este procedimento utilizaram-se placas de Petri esterilizadas
contendo no seu interior duas ldminas cruzadas e um chumaco de algodao.

Cortou-se o meio BDA com bisturi esterilizado, formando cubos de um
centimetro cubico. Retirou-se um cubo e colocou-se sobre as laminas. Pequenas
quantidades de micélio do isolado endofitico foi retirado do tubo estoque e
colocados sobre as extremidades do cubo. Com auxilio da pinga esterilizada
colocou-se cuidadosamente a laminula sobre o cubo. O algodao foi umedecido
com 4gua destilada autoclavada com o auxilio de pipeta. Etiquetou-se a placa e
incubou-se na estufa a 28°C. Se necessario molhou-se novamente o algodio. A
laminula foi retirada em intervalos de tempos diferentes (7, 14 e 21 dias) e
colocada sobre uma lamina limpa com uma gota de lactofenol azul de algoddo ou

lactofenol incolor e observou-se no microscopio Optico. Os conidios foram
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medidos de acordo com os seguintes critérios: comprimento dos apéndices,

comprimento e largura do conidio sem considerar o apéndice basal.

4.6.3 Avaliacao da esporulaciao em diferentes meios de cultura

Discos de micélio (@312 mm) provenientes de coldnias de Pestalotiopsis
spp., com 21 dias de crescimento em BDA, foram inoculados no centro de placas
de Petri com diferentes meios de cultura: Batata-dextrose-dgar (BDA), aveia-dgar
(MAYV), extrato de malte-4gar (MEA) e completo (MC). Foram incubados
durante 7 dias, a 28°C, fotoperiodo de 12 h. Os ensaios foram realizados em
triplicata. Apds este periodo avaliou-se o didmetro das colonias.

Para avalia¢@o na taxa de esporulagao, foram retirados 3 discos de (@5
mm), com auxilio do furador de rolhas, tangencialmente ao centro da coldnia
formando um tridngulo. Os discos contendo micélio e dgar foram colocados em
tubos Falcon que continham 2 mL de solucdo de “Tween” 80 0,1%. Com auxilio
do agitador de tubos, a suspensdo foi homogeneizada e procedeu-se a contagem

de esporos em Camara de Neubauer.



56

4.7 Analise da variabilidade genética por RAPD

4.7.1 Extracao do DNA (RAEDER e BRODA, 1985; modificado por

GLIENKE, 1995)

O DNA genomico foi obtido de acordo com a metodologia descrita por
(RAEDER e BRODA, 1985; modificada por GLIENKE, 1995). Cultivou-se os
isolados endofiticos de Pestalotiopsis spp. em meio BDA durante trés dias a
28°C. Coletou-se o micélio, raspando a colonia com material esterilizado e
liofilizou-se. O micélio foi macerado com adi¢do de nitrogénio liquido. O
material foi pesado e para cada grama de micélio, acrescentou-se 1 mL de
Tampao de Extracdo (TE). Incubou-se a solucdo homogeneizada durante 20
minutos no banho-maria a 70°C. Na capela, acrescentou-se um volume de fenol
saturado, misturaram-se as fases e centrifugou-se durante 15 minutos a 5000 rpm.
Coletou-se a fase aquosa, colocou-se em um novo tubo e adicionou-se a este, um
volume de Clorofane, centrifugou-se novamente, sob as mesmas condi¢cdes
anteriores. Coletou-se a fase aquosa, como na etapa anterior e adicionou-se um
volume de Clorofil, repetindo-se o processo de centrifugacdo, sob as mesmas
condi¢des. Coletou-se a fase aquosa em um novo tubo e adicionou-se etanol
absoluto, o material foi incubado a — 20°C, durante uma hora. Apods este periodo,
a suspensdo foi centrifugada (10000 rpm. por 20 min.), desprezou-se o
sobrenadante. Acrescentou-se 500puL de etanol 70%, centrifugou-se a 10000 rpm,

durante 5 minutos, descartou-se o alcool 70%, inverteu-se o tubo sobre uma folha
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de papel absorvente para secar a borda do tubo. O tubo aberto secou a uma
temperatura de 37°C durante 30 minutos. Ressuspendeu-se o DNA com 200 ul
de tampao TRIS-EDTA, o material permaneceu durante uma hora sobre a

bancada. As amostras foram tratadas RNAse (30pug/mL) a 37°C por uma hora.

4.7.2 Quantificacio do DNA

A concentracdo de DNA foi estimada por meio de eletroforese em gel
de agarose 0,8%, utilizando como padrdo de peso molecular o DNA do fago A
(Gibco) clivado com Hind III em com concentragdo conhecida. Apds
eletroforese, o gel foi corado com brometo de etidio, observado sobre

transiluminador de ultravioleta e fotodocumentado.

4.7.3 Amplificacao do DNA - RAPD

Foram testadas as concentracdes de DNA e magnésio, os ciclos de
amplificacdo e a sele¢dao de primers. Ensaiaram-se concentracdes de DNA de 25
a 200 ng/reacdo e concentracdes de magnésio de 3 e 4 mM.

Para a amplificacdo das amostras, foi utilizada uma mistura conforme
descrito na Tabela 1. Foram misturadas quantidades apropriadas de dgua Milli-Q
esterilizada, tampao 10X, MgCl,, dNTPs, primer e Taq Polimerase (Invitrogen),
em um Unico tubo. Foram colocados 20uL dessa solucdo (para reagdes com
volume final de 25ul) em cada um dos tubos de microcentrifuga, para a

amplificacdo. Imediatamente apds a adicdo da mistura de reacdo, foram
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adicionados SuL das amostras de DNA previamente diluidas em d4gua Milli-Q
esterilizada.

Regides do DNA foram amplificadas em termociclador (Mastercycler
gradiente — Eppendorf) programado para realizar reacdo de 40 ciclos, apds
desnaturagdo inicial de 4 minutos a 95°C, constituindo-se de 1 minuto a 92°C,
por 1 minutos e 30 segundos a 37°C e 2 minutos a 72°C, com extensdo final de 3
minutos a 72°C.

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese (3 V/cm)
em Gel de Agarose 1,5%, utilizando DNA ladder de 100pb (Ludwing Biotec)
como marcador de peso molecular. O gel de agarose foi corado com solu¢do de
brometo de etidio durante 15 minutos. Observou-se em transiluminador de UV
(Ultraviolet Benchtop transilluminators) e fotodocumentou-se (Programa Digi-

doc it).

TABELA 1 - COMPONENTES DA REACAO DE AMPLIFICACAO DE DNA DE

Pestalotiopsis spp. E RESPECTIVAS CONCENTRACOES UTILIZADAS EM

UMA REACAO DE RAPD
Componentes Concentracido  Concentracio Volume da
estoque final reacao (uL)
Agua Milli-Q - QSP 11,2
Tampao 10X 1X 2,5
MgCl, 50Mm 3,0 mM 1,5
d’NTPs 1,25 Mm 100uM 2,0
Primer 4uM 0,4 uM 2,5
Taq Polimerase (Invitrogen) 5 U/uL 1,5U 0,3
DNA 50 ng 5,0
Total 25,0

FONTE: O autor
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4.7.4 Analise do polimorfismo

Foram elaboradas matrizes e dendrogramas com auxilio do programa
NTSYS-PC (“Numerical Taxonomy System of Multivariate Programs™)
(ROHLF, 1988).

As bandas resultantes foram analisadas com base em variaveis bindrias,
onde 0 indica auséncia de banda e 1 presenca. Com o software NTSYS, a partir
da matriz bindria construiu-se uma matriz de similaridade utilizando o coeficiente
de Jaccard (J). Consideram-se as bandas como varidveis e os isolados, como
unidades. Calculou-se o coeficiente segundo a férmula J=M/P, sendo M o
nimero de concordancias positivas e P, o niimero total de varidveis, subtraindo-
se as concordancias negativas (SNEATH e SOKAL, 1973).As unidades foram
agrupadas através do método UPGMA (“Unweighted Pair-Group Method with
Arithmetical Avarage”), que permite a construcdo de dendrogramas (SNEATH e
SOKAL, 1973).

Para verificacdo da confiabilidade dos agrupamentos do dendrograma,
realizou-se andlise bootstrap com 500 reamostragens, segundo descrito por
FELSENSTEIN (1985), utilizando o software BOOD (COELHO, 2005).
Consideram-se os agrupamentos que apresentarem P maior ou igual a 95%,
sendo P a freqiiéncia de determinado agrupamento no conjunto dos

dendrogramas resultantes das repeticdes bootstrap.
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4.8 Anilise estatistica

Foi realizado um delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 3
ou 5 repeticdes. As andlises de varidncia foram realizadas em todas as etapas do
trabalho, sendo os dados analisados segundo esquema fatorial e transformados
em log (x+2), quando necessdrio (Apéndice 9 e 11). Sempre que foi encontrado
um valor significativo em relacdo ao teste F , completou-se a andlise com teste de
Tukey para comparacdo das médias utilizando software ASSISTAT (SILVA,

1996 e SILVA, 2002).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliacao da atividade antimicrobiana
5.1.1. Antagonismo contra fungos fitopatogénicos
5.1.1.1 Técnica de cultura pareada

Os 66 isolados selecionados (Anexo 1), avaliados em cinco repeticdes
pela Técnica de Cultura Pareada contra os trés fitopatégenos (Fusarium sp. 151-
2, Trichoderma sp. CNBP2F16 e G. citricarpa PC 13/96), foram classificados de
acordo com quatro interacdes: 1) Redugdo do crescimento do fitopatégeno; 2)
Inibicao do fitopatégeno por parasitismo; 3) Auséncia de inibicdo de crescimento
e 4) Inibicdo do crescimento do isolado endofitico pelo fitopatégeno. Os

resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 2.

TABELA 2- INTERACOES ENTRE OS ISOLADOS ENDOFITICOS DE ESPINHEIRA
SANTA E FITOPATOGENOS ENSAIADOS EM MEIO BDA, APOS 7 DIAS

DE CRESCIMENTO A 28°C
Fitopatégenos Interacio 1 Interacdo 2 Interacdo3 Interacio4
Fusarium sp. 151-2 7,58% 12,12% 66,7% 13,6%
Trichoderma sp. CNBP2F16 - - 21,21% 78,79%
G. citricarpa PC 13/96 3,03% 54,55% - 42,42%

FONTE: O autor

As interacdes do grupo 2, que apresentavam possivel interacdo por
parasitismo foram avaliadas microscopicamente e observou-se sobreposi¢do de
hifas entre os isolados endofiticos, sem haver indicios de parasitismo.

Na interagdo do grupo 1, destacaram-se os isolados 6JES, 10JES,

26JES, 53JES e 64JES contra Fusarium sp. 151-2 (Figura 1). De acordo com a
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porcentagem de inibicio o isolado 64JES demonstrou maior inibicdo do
crescimento da colonia em relacdo ao controle (Figura 2). A andlise estatistica
demonstra que h4 diferenca significativa entre o controle e as isolados avaliados,

mas estes nao diferem entre si (Anexo 2).

FIGURA 1- AVALIACAO DA INTERACAO DE 3 ISOLADOS ENDOFITICOS CONTRA
O FITOPATOGENO Fusarium sp. 151-2 EM MEIO BDA, APOS 7 DIAS DE
CRESCIMENTO A 28°C

FONTE: O autor

Os isolados 69JES e 70JES inibiram o crescimento do fitopatogeno G.
citricarpa PC 13/96 com porcentagem de inibicdo de 12,59% (Figura 2), porém

na andlise estatistica ndo houve diferenca significativa (Anexo 3).
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FIGURA 2 - PORCENTAGEM DE INIBICAO DO CRESCIMENTO DA COLONIA DOS
FITOPATOGENOS G. citricarpa PC 13/96 E Fusarium sp. 151-2 PELOS
ISOLADOS ENDOFITICOS, EM MEIO BDA, APOS 7 DIAS DE
CRESCIMENTO A 28°C

% INIBIGAO
N
(9]

69JES 70JES 6JES 10JES 26JES 53JES 64JES
| G citricarpa PC 13/96 O Fusarium sp. 151-2
FONTE: O autor

No estudo da interacdo das hifas, entre os isolados 69JES e 70JES
contra o fitopatégeno G. citricarpa PC13/96, observou-se a formacdo de uma
barreira com sobreposicdo e degradagdo das hifas do fitopatégeno (Figura 3).

Conforme os dados da Tabela 2, ndo foram encontradas interacdes do
tipo 1 e 2 contra o fitopatdgeno Trichoderma sp. CNBP2F16. Ao contrério,
observou-se que este crescia rapidamente e poucos dias apds sua inoculagio,
havia a sobreposicdo das coldnias do fitopatégeno sobre os isolados endofiticos
(Figura 4). Este comportamento agressivo e capacidade de competicdo, pela
rapida colonizacdo do substrato pelo género Trichoderma, foi também descrito
por MELO e AZEVEDO (1998).).

Na Figura 4, observa-se a formacao de uma barreira de coloracao mais
escura ao longo da linha de contato entre as coldnias, comportamento semelhante
foi citado por ETHUR, CEMBRANEL e SILVA (2001), entre espécies de

Trichoderma antagonistas a Sclerotinia sclerotiorum.
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FIGURA 3 - ANALISE MICROSCOPICA DAS HIFAS DO FITOPATOGENO G. citricarpa
PC13/96 APOS EXPOSICAO AO ISOLADO ENDOFITICO 70JES, APOS 21
DIAS DE CRESCIMENTO, EM MEIO BDA A 28°C

5. CONTROLE
70JES contra G .citricarpa PC13/96
G. citricarpa

CONTROLE
Gcitricarpa PC13/96 70JES contra

G .citricarpa

FONTE: O antor

NOTA: A. Formagdo de barreira (aumento de 400X); B. Degradacdo de hifas (aumento de
1000X); (coradas com lactofenol azul de algodao)

FIGURA 4 - AVALIACAO DA INTERACAO ENTRE OS ISOLADOS ENDOFITICOS
53JES E 23JES CONTRA O FITOPATOGENO Trichoderma sp. CNB2F16
PELA TECNICA DE CULTURA PAREADA EM MEIO BDA, APOS 7 DIAS
DE CRESCIMENTO A 28°C

FONTE: O autor

NOTA: A: Crescimento rdpido e sobreposi¢do de hifas no isolado 53JES; B: Formacdo de
barreira visualizado pela jungdo entre as colonias (indicado por seta); C: Controle:
Fitopatégeno Trichoderma sp. CNB2F16.

5.1.1.2 Teste para deteccao de metabdlitos volateis
Os dados da Tabela 3 demonstraram que os isolados 70JES (26,9%),

26JES e 64JES (12,16%), foram os que apresentaram uma inibicao significativa
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do crescimento da coldnia de G. citricarpa e Fusarium sp. 151-2, porém, estes
resultados, quando analisados pelo teste de Tukey, ndo apresentaram diferenca
significativa para nenhum dos fitopatégenos avaliados (Anexo 4).

Na avaliagdo da producdo de metabdlitos volateis onde foram ensaiados
63 isolados endofiticos (Anexo 5) e utilizando-se a férmula proposta por
EDGINTON et al. (1971), 4 isolados apresentaram percentagem de inibi¢cdo
superior a 25%: (9JAES, 12JAES, 5JES e 9JES) contra o fitopatégeno G.
citricarpa PC13/96 e 12 isolados (3JAES; 4JAES; SJAES; 25JES; 29JES;
36JES; 49JES; 61JES; 74JES; PAC 27; FAC 27 e SDO7ES) contra G. citricarpa
33/05. Tal inibic@o ocorreu devido a acdo fungistdtica. Sugere-se a realizacao de
novos testes para avaliacdo da acdo dos metabdlitos secunddrios, investigando a

inibicdo do crescimento micelial e formacdo de esporos.

TABELA 3 - PORCENTAGEM MEDIA DE INIBICAO DE DIAMETRO DE COLONIAS
DOS FITOPATOGENOS G. citricarpa PC13/96 e Fusarium sp.151-2 PELOS
ISOLADOS ENDOFITICOS, EM MEIO BDA, APOS 7 DIAS DE

CRESCIMENTO A 28°C
Isolados G. citricarpa PC13/96 (%) Fusarium sp.151-2 (%)
69JES 10,15 -
70JES 26,90 -
6JES - 9,45
10JES - 10,81
26JES - 12,16
53JES - 5,40
64JES - 12,16

FONTE: O autor

NOTA:(-) indica auséncia de inibi¢cdo
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5.1.1.3 Teste para deteccao de metabdlitos nao volateis

Metabdlitos volateis e nao voldteis produziram efeitos diferentes, no
teste de metabolitos ndo voléteis verificou-se inibi¢do significativa (Anexo 6) no
crescimento dos fitopatégenos G. citricarpa PC13/96 (Figura 5B) e Fusarium sp.
151-2 (Figura 5A).

Os resultados apresentados contra G. citricarpa PC13/96 (Figura 5B),
com reducdo significativa do crescimento micelial (Anexo 6), aliados aos obtidos
por meio de microscopia (Figura 3), sugerem que a interagdo entre os isolados
endofiticos e o fitopatégeno G. citricarpa PC13/96, ocorreu via producdo de
metabdlitos ndo volateis.

De acordo com os resultados apresentados pelos isolados endofiticos
69JES e 70JES contra o fitopatdgeno G. citricarpa PC13/96, tornou-se
necessdrio a realizacdo de testes que avaliassem melhor a interacdo entre os
enddfitos e fitopatdgeno. Sendo assim, o teste de metabdlitos ndo volateis foi
refeito, utilizando-se também o fitopatogeno G. citricarpa 33/05 e um isolado
endofitico escolhido ao acaso, dentro dos 66 endéfitos que haviam sido isolados,
para verificar se a inibi¢do do crescimento ndo estava ocorrendo simplesmente
pela diminuicdo dos nutrientes no meio de cultura, uma vez que o fitopatdgeno
foi inoculado sete dias apds o inicio do experimento.

No novo ensaio, verificou-se que tanto o isolado endofitico 69JES

quanto o 70JES inibem igualmente os fitopatdégenos, havendo confirmacdo de
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significancia também pelo teste de Tukey (Anexo 7). Nas placas com o isolado
endofitico 78JES, houve diminuicio no crescimento dos fitopatégenos em
relagdo ao controle, mas diferiu significativamente em relacdo ao crescimento

observado nas intera¢des com os isolados endofiticos 69JES e 70JES.
FIGURA 5- AVALIACAO DA INIBICAO DO CRESCIMENTO DOS FITOPATOGENOS
Fusarium sp. 151-2 E G. citricarpa PC13/96 POR METABOLITOS NAO

VOLATEIS PELOS ISOLADOS ENDOFITICOS 53JES E 70JES EM MEIO
BDA, APOS 7 DIAS DE CRESCIMENTO A 28°C

3

“_53JES contra Controle
Fi usa'rium__qsp. 151=2 Fusarium _s;p,l»S’I -2

sarium sp. 1 34825

G Gitricarpa PC13/96

~ 70JES contra Controle
G. vigricarpa PC13/96 G. citricarpa PC13/96

FONTE: O autor
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FIGURA 6 - AVALIACAO DO CRESCIMENTO DAS COLONIAS DO FITOPATOGENO
G. citricarpa 33/05, INOCULADAS APOS RETIRADA DO PAPEL
CELOFANE PARA DETECCAO DE METABOLITOS NAO VOLATEIS EM
MEIO BDA, APOS 7 DIAS DE CRESCIMENTO A 28°C

FONTE: O autor

NOTA: A: Placa controle com fitopatdgeno G. citricarpa 33/05, sem a prévia inoculagdo de
isolado endofitico. B: Placa com o fitopatégeno G. citricarpa 33/05 inoculado apds retirada do
celofane onde antes havia o celofane com o isolado 78JES, apresentando crescimento de hifas
do mesmo. C. Placa com o fitopatégeno G. citricarpa 33/05, onde antes havia o celofane e o
isolado endofitico 70JES (As linhas indicam a diferenca na distancia entre as coldnias)

5.1.1.4 Avaliaciao da acao dos extratos
Os isolados endofiticos 69JES e 70JES foram ainda avaliados quanto a
acdo dos extratos metandlicos contra os fitopatégenos de G. citricarpa PC13/96 e

G. citricarpa 33/05.

5.1.1.4.1 Influéncia do crescimento micelial

Os resultados apresentados no Anexo 8 indicam que o extrato
metanodlico produzido a partir dos isolados endofiticos 70JES e 69JES reduziram
significativamente o crescimento micelial de ambas as linhagens do fitopatégeno
da MPC. A inibicdo ocorreu devido aos metabdlitos secundarios produzidos
pelos isolados endofiticos, uma vez que com metanol (onde o extrato foi diluido)

o crescimento micelial ndo diferiu significativamente do controle (onde foi
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utilizado somente dgua destilada) (Figura 7 e Anexo 8). Também houve diferenca
significativa entre os isolados endofiticos, demonstrando que o isolado 70JES ¢é
mais efetivo no controle do crescimento micelial em relacdo ao isolado 69JES

(Anexo 8).

FIGURA 7 - AVALIACAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DAS COLONIAS DO
FITOPATOGENO G. citricarpa 33/05 EM MEIO BDA, APOS 7 DIAS DE
CRESCIMENTO A 28°C

k‘l..!v" "7/- OO B. v 2 OSU U aCa COMUO OTIT ¢
destilada autoc]iavada; C. Placa com metanol; D. Placa com extrato metandlico
isolado endofitico 70JES.

5.1.1.4.2 Influéncia na germinacdo de picnidiosporos e formacao do

apressorio

N3ao foi possivel observar a germinacdo de picnididsporos e formacao
do apressorio como os observados por CARDOSO-FILHO (2003), que utilizou
os extratos de albedo. A técnica foi repetida duas vezes, com tempos de
germinagdes diferenciadas. Em todas as repeticoes e todos os tratamentos,

observou-se a presenca dos conidios, mas sem germinacao.
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5.1.1.4.3 Formacao de picnidios de G. citricarpa em folhas autoclavadas

Os extratos metandlicos dos isolados endofiticos 69JES e 70JES
diminuiram significativamente (Anexo 9) o nimero de picnidios produzidos pelo
fitopatégeno G. citricarpa PC13/96 e 33/05, na superficie das folhas de citros
autoclavadas (Figura 8).

Novamente avaliou-se o efeito do metanol, e este ndo diferiu do
controle onde foi inoculado dgua, comprovando que a acdo estd relacionada a
producdo de metabdlitos liberados pelos isolados endofiticos.

Apesar da reducdo significativa na formacdo dos picnidios, os
resultados foram inferiores quando comparados ao fungicida Derosol ® (1,0
mg/mL), utilizado como controle positivo (Figura 8B).

Os extratos metandlicos dos isolados endofiticos 69JES e 70JES ndo
inibiram 100% a formacdo de picnidios em folhas autoclavadas, mas
apresentaram resultados significativos (Anexo 9), havendo também diferenca
significativa entre eles. Evidenciando ser o isolado 70JES, mais efetivo em
relacio a 69JES. Entretanto, a reducdo significativa causada pelos extratos
metanodlicos dos isolados endofiticos, apresentaram-se promissores, uma vez que
a producdo de picnidios nas lesdes de MPC nos frutos citricos € a caracteristica
principal para declarar a existéncia de frutos com sintomas na amostra analisada.
Como a presenca de pelo menos uma lesdo de MPC em frutos da amostragem
causa a recusa na importacdo pela Comunidade Econ6mica Européia, estratégias

que minimizem o aparecimento de picnidios de G. citricarpa em frutos citricos,



71

sdo de fundamental importincia e representam um avanco nas pesquisas de

controle desenvolvida

FIGURA 8 - EFEITO DOS EXTRATOS DE ISOLADOS ENDOFITICOS SOBRE A
FORMACAO DE PICNIDIOSPOROS DO FITOPATOGENO G. citricarpa

33/05 EM FOLHAS AUTOCLAVADAS COLOCADAS SOBRE MEIO BDA,
APOS 21 DIAS DE CRESCIMENTO A 28°C

¥

PICNIDIOS DO FITOPATOGENO
G. citricarpa 33/05

e

'y

o R R
e s e 5

X

FONTE: O antaor
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5.1.2 Atividade antibacteriana dos endéfitos
5.1.2.1 Avaliacao da acao antibacteriana dos extratos

Tanto pelo método de difusdo em discos como pelo método de difusdo
com vazador de rolhas ndo foi possivel determinar a atividade antibacteriana de
nenhum dos liquidos metabdlicos, obtidos dos 66 isolados endofiticos de
espinheira santa, como os encontrados por SOUZA et al. (2004) com plantas
toxicas da Amazonia.

De acordo com os resultados obtidos em ambos os métodos,
confrontados com a literatura proposta (SOUZA et al., 2004), acredita-se que as
condi¢cdes de cultivo como o tempo de incubagdo, meio de cultura, pH ou a
temperatura, poderiam ndo ser adequados para a liberacdo dos metabdlitos
extracelulares no liquido metabdlito, impedindo a deteccdo de isolados
endofiticos com atividade antibacteriana.

Sugere-se que as metodologias sejam novamente ensaiadas, otimizando
as condicdes de cultivo para producdo dos metabdlitos e utilizacdo de indculo
com diferentes concentracdes bacterianas. Com a finalidade de descartar a
possibilidade dos resultados negativos, serem decorrentes da auséncia de

metabolitos secundérios no liquido ou de um in6culo demasiado concentrado.
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5.1.2.2 Bioautografia em placas de cromatografia em camada delgada pelo
método Agar-overlay

Muitos autores destacam a importancia do género Pestalotiopsis como
um grupo de fungo endofitico com papel biotecnoldgico relevante na produgdo
de metabdlitos secundarios (LEE, 1996; STROBEL, 1996; 1997; 2000; LI et al.,
2001).

Devido a sua importancia, este trabalho contemplou um estudo inicial
de metabdlitos secunddrios produzidos por 13 isolados endofiticos de
Pestalotiopsis spp.. O potencial antimicrobiano dos isolados foi avaliado de
acordo com a técnica de bioautografia em placas de cromatografia de camada
delgada pelo método agar-ovelay (Figura 9).

A Figura 9 mostra a atividade antimicrobiana produzida por 14JES
(indicado por seta) e tracos de inibicdo de 48JES. A producdo de metabdlitos in
vitro de isolados de Pestalotiopsis spp. (Tabela 4) aponta o isolado14JAES
efetivo na atividade inibitéria contra MARSA, K. pneumoniae, M. luteus, S.
aureus e E. coli, enquanto o isolado 29SES apresentou os mesmos resultados,
com exce¢do para K. pneumoniae. Nenhum dos extratos apresentou atividade
antimicrobiana contra E. faecalis e P. aeruginosa.

Os resultados da técnica sdo apenas qualitativos, mas capazes de
demonstrar o potencial antimicrobiano dos extratos conferindo a necessidade
posterior de investigar e elucidar a estrutura quimica dos metabolitos secundérios
que conferem a atividade antibacteriana destes dois isolados endofiticos, que

podem representar, no futuro, novos agentes terapéuticos.
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FIGURA 9 - AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS
METANOLICOS DE ISOLADOS ENDOFITICOS DE Pestalotiopsis spp.
PELA TECNICA DE BIOAUTOGRAFIA EM CCD agar-overlay

FONTE: O autor

NOTA: A. Atividade antibacteriana do extrato metandlico do isolado endofitico de
Pestatoliopsis spp. 14JES contra S. aureus (indicado pela seta) em relagdo ao controle positivo
B; C. Atividade antibacteriana de 14JES contra E. coli (indicado pela seta) em relagdo ao
controle positivo D; E. Tracos de inibi¢do promovidos pelo extrato metandlico do isolado
endofitico de Pestalotiopsis spp. 48JES.

TABELA 4 — ATIVIDADE ANTIMICROBIANA PRODUZIDA POR EXTRATOS DE
Pestalotiopsis spp. DETECTADO PELA TECNICA DE BIOAUTOGRAFIA
EM CCD agar-overlay

E. faecalis MRSA K. pneumoniae  P. aeruginosa M. luteus S. aureus E. coli
Extratos Sul 10 pl Sul 10 pl Sul 10 pl Sul 10 pl Sul 10 pl Sul 10 pl Sul 10 pl
06JAES 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
09JAES 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10JAES 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Tr Tr 0 0
11JAES 0 0 0 0 0 0 0 0 Tr Tr 0 O 0 0
13JAES 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14JAES 0 o0 + o+ + o+ 0 0 + o+ + o+ + o+
29SES 0 O + 4+ 0 O 0 0 + 4+ + o+ Tr Tr
36JES 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48JES 0 0 Tr Tr 0 0 0 0 0 0 0 0 Tr Tr
75SES 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0
SDO1ES 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SDO7ES 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0
SVI12ES 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

FONTE: O autor
NOTA: O : ndo hd inibi¢do; Tr: tracos de inibi¢do; + zona de inibi¢do de 4 — 5 mm de didmetro.
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5.2 Caracterizacao morfolégica e molecular de Pestalotiopsis spp.

Do total de 66 isolados endofiticos avaliados, 13 apresentaram
estruturas globulosas de colorac@o escura sobre o micélio. A partir da andlise em
microscopia optica e de acordo com a chave de classificacdo proposta por
JEEWON et al. (2002), os isolados endofiticos foram identificados (Anexol),
como pertencentes ao género Pestalotiopsis.

Devido ao grande destaque, nos tltimos anos em relacdo a producio de
metabolitos secunddrios e inexisténcia de marcadores morfologicos e
moleculares para identificagdo deste género, os isolados foram selecionados para
uma andlise mais aprofundada em relacdo a sua caracterizagdo morfoldgica e

molecular.

5.5.1 Caracterizacao morfolégica de Pestalotiopsis spp.

O aspecto macromorfolégico das colonias dos isolados endofiticos de
Pestalotiopsis spp. foram examinados de acordo com o crescimento micelial,
forma dos bordos, aspecto e colora¢do da colonia, em diferentes meios de cultura
(Figura 10 e Anexo 1).

Os isolados endofiticos 9JAES e 48JES, apresentaram crescimento
micelial menor que os demais isolados. Em relacdo aos bordos da col6nia, os
isolados endofiticos 13JAES e 48JES apresentaram aspecto disforme em meio

BDA e MEA, quando comparado com os outros isolados (Figura 10).
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Observou-se variacao intra-individual na morfologia micelial quando se
utilizou diferentes meios de cultura. O micélio variou de ralo a cotonoso,
conforme observado no isolado 6JAES, que em meio BDA e MEA o micélio
apresentou-se cotonoso, e ralo em MAV e MC.

Os isolados endofiticos 75SES e SV12ES apresentaram coloragdo que
variou do preto, no centro da colonia, para amarelada nas extremidades, causada
principalmente pela quantidade de acérvulos, mantendo este padrdao em todos os
meios ensaiados. Verificou-se que os isolados endofiticos 13JAES (BDA e MC),
14JAES (BDA), 29SES (MEA) e 48JES (MEA) apresentaram coloracdo
amarelada, diferindo de 6JAES, 10JAES, 36JES e SDO1ES, que apresentaram
coloragdo branca, em todos os meios avaliados. A coloragdo esverdeada do
isolado endofitico SDO7ES nos meios BDA e MEA diferiram dos demais.

A observacdo do reverso das placas, contendo as coldnias dos isolados
endofiticos de Pestalotiopsis spp. revelou que o isolado 48JES apresentou
coloracdo marrom clara, no centro, tornando-se mais clara nas extremidades, nos
quatro meios ensaiados. Os isolados 75SES, SDO1ES e SVI2ES apresentaram
coloragdo amarelada com pontos pretos. Em contra partida, os demais isolados

endofiticos apresentaram no reverso, coloracdo amarelada, para todos os meios.
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FIGURA 10 - MACROMORFOLOGIA DE COLONIAS DOS ISOLADOS ENDOFITICOS
DE Pestalotiopsis spp. EM MEIO BDA, MAV, MEA E MC, APOS 7 DIAS
DE CRESCIMENTO A 28°C

BDA MAV

FONTE: O autor
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FIGURA 10 - MACROMORFOLOGIA DE COLONIAS DOS ISOLADOS ENDOFITICOS
DE Pestalotiopsis spp. EM MEIO BDA, MAV, MEA E MC, APOS 7 DIAS
DE CRESCIMENTO A 28°C (CONTINUACAO)

MAV MEA

14JAES

29JES

36JES

48JES

75JES

FONTE: O autor
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FIGURA 10 - MACROMORFOLOGIA DE COLONIAS DOS ISOLADOS ENDOFITICOS
DE Pestalotiopsis spp. EM MEIO BDA, MAV, MEA E MC, APOS 7 DIAS
DE CRESCIMENTO A 28°C (CONTINUACAO)

SDO1ES

SDO7ES

SVI12ES

FONTE: O autor

Na avaliacao do didmetro das coldnias, houve diferenca significativa
entre os isolados endofiticos de Pestalotiopsis spp. e entre os meios de cultura
ensaiados (Anexo 10). Na Figura 11 observou-se os resultados do didmetro
médio das culturas dos isolados endofiticos apds 7 dias de crescimento, que
foram agrupados em trés grupos distintos: A (10JAES, 11JAES, 29SES, 75JES,

SDO1, SD07 e SV12); B (14JES e 36JES); C (6JAES) ; D (13JES) e E (OJES e
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48JES). Porém, estes grupos nao permaneceriam se o critério utilizado fosse a

coloracdo do micélio, conforme relatado anteriormente.

FIGURA 11 - AVALIACAO DAS MEDIAS DO DIAMETRO DAS COLONIAS DOS
ISOLADOS ENDOFITICOS DE Pestalotiopsis spp. EM MEIO BDA, MAV,
MEA E MC, APOS 7 DIAS DE CRESCIMENTO, A 28 °C

Didmetro da coldnia
(cm)

9,00

8,00

7,00 -
6,00 | M [H® W (HM®ECE W WS
RS HERE BRSE NESE NESH NEEE NEEE NESE NESE WES
RS HERE BREE NESE NESH NEEE NEEE NESE NESE WES
3,00 -
eXORIE HERE BEEE NESE RSN NEEE NEEE NESE NESE WES
100 @ IHMIHEIHEIHEIHEIHEHBHBE
0,00

) ) < 2 o) o) )

FONTE: O autor ISOT.ADOS ENDOFITICOS DE Pestalotionsis snn

O BDA H MAV O MEA O MC
NOTA: A. B. C. D ¢ E indicam os diferentes agrupamentos formados em relagdo ao didmetro
médio das coldnias dos isolados endofiticos de Pestalotiopsis spp.

Diferentemente dos estudos de HOPIKINS e McQUILKEN (2000),
com espécies de Pestalotiopsis associados as plantas ornamentais do Reino
Unido, nao foram avaliados os efeitos da temperatura, do pH e do potencial
osmotico.

HOPIKINS e McQUILKEN (2000); YASUDA, KOBAYASHI e

IZADA (2003) e KEITH, MAILE e ZEE (2006) sugerem entre 25 a 28°C a
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temperatura ideal para o crescimento de Pestalotiopsis. No presente trabalho, a
variacdo de temperatura ndo foi avaliada, permanecendo sempre em torno de
28°C. Em relacdo a avaliagdo do pH, pareceu ndo ser necessirio, uma vez que o
trabalho foi ensaiado com pH 5,8. De acordo com HOPIKINS e McQUILKEN
(2000), o melhor crescimento no didmetro das colonias de Pestalotiopsis ocorreu
em meio com pH entre 5,6 € 6,5.

Quando as taxas de esporulacdio dos isolados endofiticos de
Pestalotiopsis spp. foram avaliados (Anexo 11), tornou-se possivel propor a
formacdo de um novo agrupamento (Figural2), que diferiu do formado
anteriormente com os dados obtidos a partir do didmetro de crescimento das
colonias (Figura 11).

De acordo com a andlise estatistica (Anexo 11), houve diferenga
significativa entre a taxa de esporulacio dos isolados endofiticos de
Pestalotiopsis spp. e também entre os meios de cultura ensaiados. Estes dados
confirmaram as observacdes macroscopicas da Figura 10, onde os isolados
75SES e SVI12ES apresentaram col6nias de coloracdo escura em funcdo da alta
producgdo de acérvulos.

A diferenca na taxa de esporulacdo entre os meios foi observada entre
os isolados endofiticos SDOIES e SDO7ES, no primeiro houve formacdo de
esporos no meio de aveia, ndo ocorrendo 0 mesmo com o segundo. Sugere-se a
realizagdo de um novo experimento, para avaliar a taxa de esporulagdo dos
isolados, realizando observagdes que contemplem intervalos de tempo diferentes

(7, 14 e 21 dias), intensidade luminosa diferenciada e variacao de pH.
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Convém salientar que os isolados endofiticos de Pestalotiopsis spp.
75SES, SDO7ES e SVI12ES apresentaram esporulacdo prematuramente em
relacdo aos demais e as estruturas de reprodugcdo foram observadas sobre o
micélio, muitas vezes com aspecto viscoso em funcdo da grande quantidade
produzida.

Apesar de ndo apresentarem estruturas visiveis sobre o micélio branco e
cotonoso (como os visualizados pelos isolados citados acima), observou-se a
esporulacdo dos isolados 10JAES, 36JAES e SDOIES (Figura 12). Isto se deve
ao fato de que, em alguns isolados s6 foi possivel encontrar as estruturas de

reproducio assexuada sob o micélio.

FIGURA 12 - AVALIACAO DAS MEDIAS DE ESPORULACAO ENTRE OS ISOLADOS
ENDOFITICOS DE Pestalotiopsis spp. EM DIFERENTES MEIOS DE
CULTURA APOS 7 DIAS DE CRESCIMENTO A 28 °C
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ISOLADOS ENDOFITICOS DE Pestalotiopsis spp. O
FONTE: O autor O

NOTA:.A. B. C. D. E e F indicam os diferentes agrupamentos formados em relagdo a taxa de
esporulagdo
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KEITH, MAILE e ZEE (2006) detectaram diferencas na produgio de
acérvulos entre espécies de Pestalotiopsis em meio BDA e também na coloragdo
das colonias. HOPIKINS e McQUILKEN (2000), avaliaram diferentes meios de
cultura e agruparam espécies de Pestalotiopsis destacando a diferenca na
coloragdo do meio, producdo e coloragcdo de acérvulos.

YASUDA, KOBAYASHI e IZADA (2003) estabeleceram a formagao
de 3 grupos de isolados de Pestalotiopsis de acordo com a coloracido de coldnia,
mas destacaram ndo ser possivel identificar as espécies utilizando tais
caracteristicas.

Na andlise da micromorfologia observou-se que os conidios dos 13
isolados endofiticos de Pestalotiopsis spp. apresentaram cinco células, sendo
uma apical e outra basal, de coloracdo hialina e as trés células medianas variaram
a sua coloracdo. Alguns conidios apresentavam as duas células superiores
marrom escuro e a inferior marrom claro, ou coloracdo uniforme das células
medianas (Figura 13a e 13b - apontado pelas setas).

Apesar de critérios de coloracdo dos conidios serem utilizados na
identificacdo de espécies de Pestalotiopsis (JEEWON et al., 2003), percebeu-se
diferenca na coloracdo das células medianas. Na Figura 13b , destaca-se a
diferenca entre dois conidios, um deles apresentou a coloracdo uniforme,
enquanto o outro apresentou apenas as duas primeiras células medianas marrom
escuro. Estas diferencas ficaram mais evidentes quando os conidios foram

observados em diferentes meios de cultura.
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De acordo com a Figura 13c, conidios provenientes de meio completo,
apresentaram coloracdo mais uniforme, a pigmentacdo escura concentra-se
apenas nas paredes das células medianas. Este fato, também foi observado entre
os isolados endofiticos 6JAES, 10JAES, 13JES, 14JES, 36JES, 75SES e
SDOI1ES. A diferenca de coloracio dos conidios, contrariou os estudos propostos
por JEEWON et al. (2003) que por meio de identificacdo molecular, propuseram
o estabelecimento de dois grupos, um com coloracdo variada das células
medianas e outro apenas com espécies com coloracdo uniforme. Sugere-se que,
fatores como diferenga nutricional dos meios de cultura e grau de maturidade dos

conidios, devem ser considerados para este género.

FIGURA 13 - MICROMORFOLOGIA DOS CONIDIOS DOS ISOLADOS ENDOFITICOS
DE Pestalotiopsis spp. SVI2ES EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA
APOS 7 DIAS DE CRESCIMENTO A 28°C

FONTE : O autor
NOTA: A. Meio BDA; B. MAV; C. Meio MEA e D. MC; a e b. Coloracdo das células

medianas; b. Diferenca na coloracdo das células medianas em MAV; ¢. Coloragdo das células
medianas uniformes com paredes celulares escuras, em MC
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NAG (1993) destacou que existe diversidade na forma e tamanho
quando em condigdes artificiais e sugere cautela na descricdo das espécies.
Segundo o autor, forma e tamanho podem alterar significativamente com
variacdo do meio em que se encontram as espécies, bem como a posicdo, o
numero de apéndices e o nimero de septos conidiais.

O mesmo verificou-se na Figura 13, onde destaca-se a variagdo
existente na morfologia dos conidios do isolado endofitico SV12ES. Em meio
BDA e MEA, os conidios apresentaram-se curvos, porém no meio MAV,
apresentaram-se com forma retilinea.

Os conidios foram medidos no comprimento, na largura e no
comprimento dos apéndices, com diferenca significativa entre os isolados
(Anexo 12). A Figura 15 apresenta as diferencas observadas no comprimento dos
apéndices, quando diferentes meios de cultura sdo ensaiados. Em meio BDA, o
isolado endofitico SDO7ES apresentou apéndices maiores, entre os demais
isolados.

Em geral, observou-se que o meio BDA o tamanho dos conidios dos
isolados foram maiores do que os demais meios de cultura ensaiados (Figura 16).
Este meio de cultura foi descrito por muitos autores como o ideal para
identificacdo das espécies de Pestalotiopsis (HOPIKINS e McQUILKEN, 2000;
CAMILLI, CARBONARI e SOUZA, 2002; YASUDA, KOBAYASHI e

IZADA, 2003; ROSA e CAVALCANTI, 2005; KEITH, MAILE e ZEE, 2006).
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FIGURA 14 - AVALIACAO DAS MEDIAS DE MEDIDAS DO COMPRIMENTO E LARGURA DOS CONIDIOS E COMPRIMETNO DOS
APENDICES ENTRE OS ISOLADOS ENDOFITICOS DE Pestalotiopsis spp. EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA APOS 7
DIAS DE CRESCIMENTO A 28°C
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Quando as medidas.dos conidios foram avaliadas apenas em meio
BDA, obteve-se a formagdo de diferentes grupos de isolados endofiticos de

Pestalotiopsis spp.(Figura 15).

FIGURA 15 - AVALIACAO DAS MEDIAS DE MEDIDAS DO COMPRIMENTO E
LARGURA DOS CONIDIOS E COMPRIMETNO DOS APENDICES ENTRE
0S ISOLADOS ENDOFITICOS DE Pestalotiopsis spp. EM MEIO BDA,
APOS 7 DIAS DE CRESCIMENTO A 28°C

um

35

30

25

10 -

Z |

6JAES 9JAES SV12ES 11JAES 36JAES 13JAES SDO7ES 14JAES 29SES 75SES 10JAES 48JES SDO1ES

A B C D E F G H
ISOLADOS ENDOFITICOS DE Pestalotiopsis spp B Comprimento do apéndice
omprimento do conidio
0 compri do conidi
FONTE: O autor [0 Largura do conidio

Ao avaliar as caracterisiticas de microscopia dos isolados endofiticos
48JAES, 14JAES e SDOIES tornam-se evidentes as diferencas morfolégicas
(Figura 16), tanto na forma, coloracdo dos conidios e disposi¢do dos apéndices.
O isolado endofitico 48JES apresentou os conidios de colora¢ao uniforme, forma
retilinea e os apéndices, além de apresentarem-se curtos t€ém forma variada. No
isolado endofitico 14JAES a coloracdo ndo foi uniforme, duas células medianas

superiores sdo mais escuras em relacio a inferior, a forma do conidio € curva e
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apéndices sdo longos e retilineos. O isolado endofitico SDO1ES apresentou as
mesmas caracteristicas morfologicas do anterior, com excecdo da forma do

conidio que € curva e maior em relacdo aos demais.

FIGURA 16 - MICROMORFOLOGIA DOS CONIDIOS DOS ISOLADOS ENDOFITICOS
48JES, 14JES E SDO7ES DE Pestalotiopsis spp. EM MEIO BDA APOS 7
DIAS DE CRESCIMENTO A 28°C

FONTE: O autor

NOTA: Isolados endofiticos de Pestalotiopsis spp. (48JES; 14JES e SDO7ES respectivamente) ;
As setas indicam a diferenca micromorfoldgica entre os apéndices dos diferentes isolados.

YASUDA, KOBAYASHI e IZADA (2003) identificaram as espécies
de P. longiseta , P. glandicola , P. acaciae e P. crassiuscula. KEITH, MAILE e
ZEE (2006) identificaram P. clavispora, P. disseminata, ¢ P. microspora e
finalmente HOPIKINS e MCcQUILKEN (2000) identificaram P. sydiwiana.
Entretanto, as espécies apresentaram medidas conidiais similares entre si,
destacando a dificuldade de identificar espécies do género Pestalotiopsis apenas
fazendo uso de caracteristicas morfoldgicas.

Tanto JEEWON et al. (2003) quanto KEITH, MAILE e ZEE (2006)

reforcam que espécies contendo conidios morfologicamente semelhantes sio
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dificeis de serem identificadas. Além disso, muitas vezes as caracteristicas
morfolégicas sdo discordantes da andlise filogenética. Porém, KEITH, MAILE e
ZEE (2006) no mesmo trabalho ressaltam que dependendo do comprimento da
seqiiencia nucleotidica utilizada, dois isolados podiam agrupar tanto com P.
microspora como com P. clavispora. Mas quando foram utilizadas caracteristicas
morfolégicas, particularmente o comprimento dos apéndices, foi possivel a
identificacdo como P. clavispora.

Desta forma, as caracteristicas macroscOpicas (coloracdo e forma da
colonia, esporulacdo em diferentes meios de cultura) e de micromorfologia dos
conidios, avaliadas isoladamente, ndo permitiram propor identificacdo das
espécies dos isolados endofiticos de Pestalotiopsis, baseando-se em dados da
literatura. Sendo assim, optou-se por realizar uma anélise polifdsica agrupando as
caracteristicas morfolégicas analisadas, tais como: crescimento, morfologia,
coloragdo, tipo de micélio, bordos da colonia; presenca ou auséncia de acérvulos
sobre a colonia; modificacdo na coloragdo do meio; taxa de esporulagdo;
comprimento de apéndices; comprimento, largura e colora¢do dos conidios. Para
todas estas caracteristicas foram atribuidas notas de 0 ou 1, onde O representou
auséncia da caracteristica naquele critério e 1, a presenca (Anexo 14). Os
resultados compuseram uma matriz bindria, analisada pelo software NTSYS
(coeficiente Jaccard) com o agrupamento pelo método UPGMA permitindo

constru¢do de um dendrograma de similaridade morfolégica (Figura 17).
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FIGURA 17- DENDROGRAMA GERADO A PARTIR DOS DADOS DE SIMILARIDADE
MORFOLOGICA ENTRE OS ISOLADOS ENDOFITICOS DE Pestalotiopsis
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NOTA: L, IT e III sdo grupos formados para inferir sobre a diversidade de espécies isolados
endofiticos de Pestalotiopsis spp.; Os valores sobre as linhas indicam os valores de bootstrap.

De acordo com dendrograma de similaridade morfoldgica (Figura 17),

sugere-se a formacdo de 3 grupos isolados de Pestalotiopsis spp. No grupo 1,

estdao reunidos os isolados 6JAES, 9JAES, 10JAES, 11JAES, 13JAES, 14JAES,

29JES e 36JES; no grupo II apenas o isolado 48JES e no grupo III, os isolados

75ES, SDO1ES, SDO7ES e SV12ES.

A diversidade das espécies de isolados endofiticos de Pestalotiopsis

spp. estda melhor representada na Figura 18.
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FIGURA 18 - ANALISE DOS COMPONETES PRINCIPAIS DE SIMILARIDADE
MORFOLOGICA ENTRE OS ISOLADOS ENDOFITICOS DE Pestalotiopsis
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FONTE: O antor

NOTA: I, IT e III sdo grupos formados para inferir sobre a diversidade de espécies isolados
endofiticos de Pestalotiopsis spp.;

5.2.2 Caracteristicas moleculares de Pestalotiopsis spp. por RAPD

Os 13 isolados endofiticos de Pestalotiopsis spp. foram avaliados
quanto a sua variabilidade genética por meio da técnica de RAPD. Posterior a
extracdo do DNA, estes foram submetidos a uma anélise eletroforética para
determinar a integridade e a concentracio do DNA gendmico dos isolados.
Segundo GLIENKE (1995) e WILLIAMS et al. (1990) é importante ensaiar
diferentes concentragdes de DNA e de cloreto de magnésio. Uma baixa

concentracdo de DNA pode levar a perda da amplificacdo de bandas importantes,
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assim como o excesso de DNA dificulta a leitura das bandas. Uma concentracdo
maior de magnésio pode ocorrer uma amplificacdo maior de algumas bandas e
diminuir a amplificacdo de outras. Para os ensaios da caracterizagcdo molecular
foram selecionados doze primers (Operon Technologies ) que originaram
bandas em maior quantidade e de melhor qualidade nas reagdes de PCR (Tabela

3).

TABELA 5— PRIMERS UTILIZADOS NAS REACOES DE RAPD E NUMERO DE
BANDAS AMPLIFICADAS

Oligonucleotideos Seqiiéncia 5’ - 3’ Contetido CG % N° de bandas
OPX3 5’ TGGCGCAGTG3’ 70% 27
OoPX4 5’ CCGCTACCGA3?’ 70% 25
OPX8 5" CAGGGGTGGA 3’ 70% 23
OPX9 5 GGTCTGGTTG 3’ 60% 26
OPX11 5" GGAGCCTCAG 3’ 70% 26
OPX12 5’ TCGCCAGCCA 3’ 70% 20
OPX13 5" ACGGGAGCAA 3’ 60% 18
OPX18 5" GACTAGGTGG 3’ 60% 22
OPX14 5" ACAGGTGCTG 3’ 60% 26
OPX19 5" CCCAGCTAGA 3’ 60% 22
OPC4 5" CCGCATCTAC 3’ 60% 23
OPE6 5" AAGACCCCTC 3’ 60% 17

FONTE: O autor

O conjunto de primers escolhidos permitiu a amplificacdo de 275
bandas polimérficas, algumas ilustradas nas Figuras 19 a 23. A andlise pelo
software NTSYS (coeficiente Jaccard) permitiu constru¢do de um dendrograma

de similaridade genética (Figura 25A).
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FIGURA 19 - PERFIL DE AMPLIFICACAO COM O PRIMER OPX 11 DOS ISOLADOS
ENDOFITICOS DE Pestalotiopsis spp.

P. neglecta voucher

11JAES
13JAES
14JAES
29SES
36JES
48JES
75SES
SDO1ES
SDO7ES
SVI12ES
P. photiniae

172} wn 2
BOR Eg
= =2 =
= ) <

FONTE: O autor
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FIGURA 20 - PERFIL DE AMPLIFICACAO COM O PRIMER OPX 18 DOS ISOLADOS
ENDOFITICOS DE Pestalotiopsis spp.
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FIGURA 21- PERFIL DE AMPLIFICACAO COM O PRIMER OPX 09 DOS ISOLADOS
ENDOFICIOS DE Pestalotiopsis spp.
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FIGURA 22 - PERFIL DE AMPLIFICACAO COM O PRIMER OPX 04 DOS ISOLADOS
ENDOFITICOS DE Pestalotiopsis spp.
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PERFIL DE AMPLIFICACAO COM O PRIMER OPX 08 DOS ISOLADOS
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FIGURA 24 - PERFIL DE AMPLIFICACAO COM O PRIMER OPX 12 DOS ISOLADOS
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FIGURA 25 - DENDROGRAMAS
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Os coeficientes de correlacdo das matrizes de similaridade genética e
cofenética, obtidos pelo teste de Mantel, foram elevados em ambos os
dendrogramas da Figura 25, indicando que representam de forma adequada a
matriz de similaridade genética obtida pelos marcadores RAPD. Os valores de
bootstrap conferem robustez aos agrupamentos obtidos. No dendrograma A
(Figura 25) um ndmero maior de bandas foi analisados, resultando em valores
altos de bootstrap. Para construcdo do dendrograma B (Figura 25), utilizou-se
apenas a amplificacdo obtida a partir do primer OPX12 (Figura 24), com a
andlise de apenas 29 bandas, justificando os menores valores de bootstrap. Esta
andlise foi realizada posteriormente, mas a inclusdo da espécie de C. boninense
foi importante, pois permitiu inferir a magnitude da variabilidade genética
observada entre os isolados endofiticos de Pestalotiopsis spp.em 3 grupos, estd
melhor representada na Figura 26.

Levando em consideragdo o posicionamento dos isolados referéncia P.
virgulata e P. photiniae, o isolado endofitico 75SES (apontado pela seta — Figura
26) parece estar distante geneticamente do grupo formado por SDO1ES, SDO7ES
e SVI2ES. Porém, comparando as figuras que apresentaram o perfil das
amplificacOes geradas por RAPD (Figuras 19 a 24), ficou evidente que ora o
isolado endofitico tem bandas de amplificacdo iguais a SDO1ES, ora iguais a
SV12ES. Somadas as informacdes obtidas com o dendrograma gerado a partir da
similaridade morfolégica (Figura 17), sugere-se que os 4 isolados endofiticos

sejam caracterizados como uma tnica espécie, pertencentes ao grupo III.
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FIGURA 26 - ANALISE DE COMPONETES PRINCIPAIS DE SIMILARIDADE
GENETICA ENTRE OS ISOLADOS ENDOFITICOS Pestalotiopsis spp.
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FONTE: O autor

NOTA: 1, II, III, representam os grupos formados no dendrograma A da Figura 25; Ia, Ib, Ic
s@o subgrupos do grupo 1.

De acordo com os dendrogramas de similaridade morfolégica (Figura
17) e de similaridade genética (Figura 25A), os isolados endofiticos 6JAES,
9JAES, 10JAES, 11JAES, 13JAES, 14JAES, 29JES e 36JES foram agrupados no
grupo 1. Porem é importante destacar, no dendrograma 25A, a presenca de
linhagens endofiticas referéncia Sendo P. neglecta voucher e P. virgulata
espécies distintas, os isolados endofiticos com a mesma distincia de similaridade
genética (alinhados pela linha amarela — Figura 25A) poderiam ser considerados
espécies diferentes, por isso foram colocados em subgrupos (Ia, Ib, Ic). Na
andlise de componentes principais, ficou mais evidente a formacdo destes

subgrupos ou grupos (Figura 26). Sugere-se o seqiiénciamento de regides ITS1-
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5,8S-ITS2 do rDNA para que estas informagdes sejam confirmadas (dados
preliminares de seqiiénciamento e ndo mostrados aqui, sugerem que os isolados
endofiticos 14JAES, 29SES, 6JAES, 9JAES e SDOIES possam pertencer a
espécie P. microspora, enquanto o isolado 48JAES pertence a espécie P.
vismeae).

Tais resultados evidenciam a dificuldade de caracteristicas
morfolégicas analisadas individualmente, como mensura¢do dos conidios, para
estabelecer a separacdo dos isolados de Pestalotiopsis em espécies. Assim, este
trabalho propde a utilizagdo de uma andlise polifdsica das caracteristicas
morfolégicas de Pestalotiopsis, uma vez que desta forma, foi possivel
correlacionar as informacdes morfolégicas e moleculares para os isolados
estudados. A comparacdo de matrizes de similaridade morfolégica e genética,
obtido pelo teste de Mantel apresentou coeficiente de correlagdo igual a 0,46. A
andlise polifasica atualmente vem sendo realizada com freqiiéncia em estudos de
diversidade bacteriana, utilizando-se caracteristicas morfolégicas, bioquimicas,
fisiolégicas e moleculares (KIM et al., 2006 a, b; NEDASHKOVSKAYA et al.,
2006) e esporadicamente na identificacdo de leveduras (SAMPAIO et al., 1999;
VILLA-CARVAIJAL et al., 2004). Em fungos filamentosos a andlise polifdsica
de caracteristicas morfoldgicas foi utilizada com sucesso na taxonomia de
Penicillium (FRISVAD e SAMSON, 2004) e Aspergillus (FRISVAD et al.,
2004).

Sugere-se a realizacdo de uma andlise de decomposicio dos

componentes principais visando a determinagdo das caracteristicas mais
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importantes para identificagdo de espécies em Pestalotiopsis. A anélise visual da
matriz bindria de caracteristicas morfologicas (Anexo 14) visando a
determinagdo destes componentes, indicou a coloragdo do reverso da colonia, a
coloragdo do micélio e a pigmentagdo no meio de cultura como as caracteristicas
principais. Por outro lado, o tamanho, forma e coloracio dos conidios
apresentaram-se como caracteristicas secunddrias. Tais resultados serdo
confirmados por andlise de decomposi¢io dos componentes principais em
trabalhos futuros.

Em funcdo da variabilidade genética de Pestalotiopsis spp. encontrada
entre os 13 isolados endofiticos de espinheira santa, sugere-se que sejam
realizados novos isolamentos para uma avaliacdo de bioprospec¢do mais
aprofundada destes isolados. De acordo com os dados preliminares
(Comunicacao pessoal de VICENTE, V. A., 2006), tornou-se possivel sugerir a
presenca de P. microspora, entre os isolados endofiticos. Os resultados
apresentaram-se promissores, pois, esta espécie ganhou destaque nos ultimos
anos devido a producdo do taxol e outros metabdlitos secunddrios, com
propriedades antifingicas, antitumorais e antioxidantes, destacando o grande
potencial biotecnolégico (LEE et al., 1996; STROBEL et al., 2000; LI et al.,
2001; STROBEL et al., 2002; STROBEL e DAISY, 2003). Entretanto tornam-se
necessarios estudos mais aprofundados, como a realizacio de testes que avaliem
também a atividade antitumoral, pois recentemente, detectou-se a inibicdo da
atividade de células de tumor gastrico, por espécies de Pestalotiopsis isolados

como enddfitos de plantas medicinais chinesas (LI et al., 2005).
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados neste trabalho pode-se concluir
que:

— As plantas de espinheira santa estudadas apresentaram-se
colonizadas por diversos fungos filamentosos, incluindo espécies de

Pestalotiopsis;

— Os extratos metandlicos de isolados endofiticos de Pestalotiopsis
spp. exibem atividade antimicrobiana contra diferentes patégenos de humanos,

sugerindo o grande potencial deste género a ser explorado em bioprospec¢ao;

— Os isolados endofiticos 69JES 70JES apresentam potencial para o

controle biolégico da MPC, exibindo a¢do fungistatica contra G. citricarpa;

— Os marcadores moleculares e morfolégicos sugerem a presenca de
pelo menos trés espécies de Pestalotiopsis como endofiticos de plantas de

espinheira santa estudadas;

— As caracteristicas morfoldgicas de Pestalotiopsis spp. podem ser
utilizadas na andlise polifdsica, corroborando com os dados obtidos de

marcadores moleculares para confirmar a diversidade das espécies deste género.
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ANEXO 1 — FUNGOS ENDOFITICOS ISOLADOS DE ESPINHEIRA SANTA

INTERACOES ENTRE OS ISOLADOS ENDOFITICOS DE ESPINHEIRA SANTA
Fusarium sp. 151-2 Trichoderma CBNP2F16 G. citricarpa_pc13/96
N° ISOLADOS 1D Pr 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
1 02JA" NI X X X
2 03JA* NI X X X
3 04JA" Alter NI X X X
4 05JA Alter NI X X X
5 06JA* PTS NI X X X
6 07JA* BAS NI X X X
7 09JA* PTS NI X X X
8 10JA PTS NI X X X
9 11JA* PTS NI X X X
10 12JA* NI X X X
1 13JA* PTS NI X X X
12 14JA% PTS NI X X
13 o1J BAS F X X X
14 03J F X X X
15 04J F X X X
16 05J F X X X
17 06J F X X X
18 09J F X X X
19 10J F X X X
20 13J BAS F X X X
21 17d F X X X
22 23J F X X X
23 24J F X X X
24 25J F X X X
25 26J F X X X
26 27J BAS F X X X
27 28J F X X X
28 29J F X X X
29 36J PTS F X X X
30 390 BAS F X X X
31 47y BAS F X X X
32 48J F X X X
33 49J F X X X
34 50J F X X X
35 51J F X X X
36 52J BAS F X X X
37 53J F X X X
38 61J F X X X
39 62J F X X X
40 63J F X X X
M 64J F X X X
42 65J BAS F X X X
43 66J BAS F X X X
44 67J BAS F X X X
45 68J BAS F X X X
46 69J F X X X
47 70J F X X X
48 73J F X X X
49 749 F X X X
50 77J F X X X
51 78J F X X X
52 PAC15* P X X X
53 PAC27* BAS P X X X
54 FACO02* F X X X
55 FAC27* BAS F X X X
56 FAC30* F X X X
57 FAC44* F X X X
58 FAC50* F X X X
59 FAC55* F X X X
60 FAC68* F X X X
61 188 F X X X
62 29S PTS F X X X
63 755 PTS F X X X
64 SD01* PTS s X X X
65 SDO7* PTS s X X X
66 SV12* PTS s X X X

FONTE: O autor

NOTA: ID. Identificacdo (Alter: Alternaria sp.; PTS: Pestalotiopsis spp. ¢ BAS: Basidiomiceto); Pr.
Isolado (F. folha, P. peciolo, S. semente); 1. O isolado endofitico se sobrepde ao fitopatégeno; 2. Inibi¢ao
do fitopatégeno por parasitismo; 3. Reducdo do crescimento do fitopatdgeno; 3. Auséncia de inibi¢do de
crescimento; 4. Inibi¢do do crescimento do isolado endofitico pelo fitopatégeno; * Cedidos cordialmente
por PILEGGI (2005)
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ANEXO2- ANOVA E TESTE DE MEDIAS DAS INTERACOES ENTRE OS
ISOLADOS ENDOFITICOS 6JES, 10JES, 26JES, 53JES E 64JES CONTRA
O FITOPATOGENO Fusarium sp. 151-2
ANOVA
F.V. G.L. S.Q. QM. F
ISOLADOS ENDOFITICOS 5 17.82 3.57 24.67**
RESIDUO 24 347 0.15
Total 29 21.29
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p-valor < .01)
TESTE DAS MEDIAS
MEDIAS DAS INTERACOES
FITOPATOGENO Fusarium sp. 152-2 5.60 a
26JES 428 b
53JES 3.84 bc
10JES 4.04 bc
6JES 3.32 c
64JES 3.32 c
DMS = 0.73
CV% = 9.35

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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ANEXO3- ANOVA E TESTE DE MEDIAS DAS INTERACOES ENTRE OS
ISOLADOS ENDOFITICOS 69JES E 70JES CONTRA O FITOPATOGENO
G. citricarpa PC13/96
EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO
ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
ISOLADOS ENDOFITICOS 2 0.27 0.14 0.96 ns
RESIDUO 6 0.84 0.14
Total 8 1.11
ns nao significativo (p-valor >=.05)
TESTE DAS MEDIAS
MEDIAS DAS INTERACOES
FITOPATOGENO G. citricarpa PC13/96 1.94 a
69JES 1.57 a
70JES 1.57 a
DMS= 094
CV% = 22.16

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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ANEXO4- ANOVA E TESTE DE MEDIAS DAS INTERACOES ENTRE OS
ISOLADOS ENDOFITICOS 6JES, 10JES, 26JES, 53JES E 64JES CONTRA
O FITOPATOGENO Fusarium sp. 151-2 E DOS ISOLADOS 69JES E 70JES
CONTRA O FITOPATOGENO G. citricarpa PC 13/96 PARA DETECCAO
DE METABOLITOS VOLATEIS

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO DAS INTERACOES DOS ISOLADOS
ENDOFITICOS CONTRA O FITOPATOGENO Fusarium sp. 151-2

ANOVA
F.V. G.L. S.Q. QM. F
ISOLADOS ENDOFITICOS 5 1.85 0.37 2.07 ns
RESIDUO 12 2.14 0.18
Total 17 3.99
ns ndo significativo (p-valor >= .05)
TESTE DAS MEDIAS

MEDIAS DAS INTERACOES

FITOPATOGENO Fusarium sp. 152-2 740 a

6JES 6.77 a

10JES 6.60 a

26JES 6.57 a

53JES 7.07 a

64JES 6.50a
DMS = 1.16 CV% = 6.19

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO DAS INTERACOES DO ISOLADO
ENDOFITICO 69JES CONTRA O FITOPATOGENO G. citricarpa PC 13/96

ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
ISOIjADOS ENDOFITICOS 1 0.11 1.60 ns
RESIDUO 4 0.27 0.07
Total 5 0.38
ns ndo significativo (p-valor >=.05)
TESTE DAS MEDIAS

MEDIAS DAS INTERACOES

FITOPATOGENO G. citricarpa PC13/ 96 247 a
69JES 2.20a

DMS = 0.59 CV% = 1107
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EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO DAS INTERACOES DO ISOLADO
ENDOFITICO 70JES CONTRA O FITOPATOGENO G. citricarpa PC 13/96

ANOVA
F.V. G.L. S.Q. QM. F
ISOLADOS ENDOFITICOS 1 0.81 0.81 5.50 ns
RESIDUO 4 0.59 0.15
Total 5 1.40
ns ndo significativo (p-valor >=.05)
TESTE DAS MEDIAS
MEDIAS DAS INTERACOES
FITOPATOGENO G. citricarpa PC13/ 96 3.33a
70JES 2.60 a
DMS=  0.87
CV%= 12.90

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade
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ANEXO5- ANOVA E TESTE DE MEDIAS DAS INTERACOES ENTRE OS

ISOLADOS ENDOFITICOS CONTRA OS FITOPATOGENOS G. citricarpa
PC13/96 E G. citricarpa 33/05 PARA DETECCAO DE METABOLITOS

VOLATEIS
EXPERIMENTO FATORIAL
ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
FITOPATOGENOS 1 37.34 37.34 491.75 **
ISOLADOS ENDOFITICOS 62 29.33 0.47 6.22 *x
INTER (Cx T) 62 23.09 0.37 4.9(0) **
RESIDUO 252 19.14 0.075
Total 377 108.88

FITOPATOGENOS: G. citricarpa PC13/96 E G. citricarpa 33/05
INTER (C x T) : INTERACOES ENTRE OS FITOPATOGENOS E OS ISOLADOS
ENDOFITICOS

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p-valor < .01)

TESTE DAS MEDIAS

MEDIAS DOS FITOPATOGENOS

FITOPATOGENO G. citricarpa 33/05 1.62 a
FITOPATOGENO G. citricarpa PC13/96 0.99 b
DMSI1 = 0.05
MEDIAS DAS INTERACOES
ISOLADOS Médias Significancia
5 2.12 a
55 1.83 ab
29 1.77 abc
34 1.77 abc
41 1.68 abced
38 1.63 abcde
12 1.63 abcde
59 1.61 abcde
13 1.61 abcde
20 1.61 abcde
54 1.58 abcde
25 1.58 abcde
60 1.56 abcdef
36 1.55 abcdef
21 1.55 abcdef

31 1.55 abcdef



17 1.52
22 1.48
6 1.48
35 1.46
58 1.46
30 1.43
33 1.43
47 1.48
11 1.38
57 1.38
56 1.38
26 1.35
53 1.31
44 1.31
19 1.30
49 1.28
8 1.25
40 1.21
51 1.20
48 1.18
46 1.18
39 1.18
9 1.18
1 1.16
42 1.61
45 1.13
10 1.11
14 1.10
23 1.08
62 1.01
63 1.6667
20 1.05
43 1.05
24 1.03
50 1.01
52 1.01
61 1.01
37 1.01
18 1.01
27 1.06
32 1.00
15 1.00
7 0.91
3 0.88
2 0.86
16 0.86
4 0.80
DMS2 = 0.65959 CV% = 21.17865

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o

Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

abcdef
abcdefg
abcdefg
abcdefg
abcdefg
abcdefg
bcdefgh
bcdefgh
bedefgh
bcdefgh
bedefgh
bcdefgh
bedefgh
bedefgh
bedefgh
bcdefgh
bedefgh
bcdefgh
bedefgh
bedefgh
bcdefgh
bedefgh
bcdefgh
cdefgh
cdefgh
cdefgh
cdefgh
defgh
defgh
defgh
defgh
defgh
defgh
defgh
efgh
efgh
efgh
efgh
efgh
efgh
efgh
efgh
fgh
gh
gh
gh
h
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ANEXO6- ANOVA E TESTE DE MEDIAS DAS INTERACOES ENTRE OS
ISOLADOS ENDOFITICOS CONTRA O FITOPATOGENO G. citricarpa
PC13/96 PARA DETECCAO DE METABOLITOS NAO VOLATEIS

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
ISOLADOS ENDOFITICOS 2 11.73 5.86 185.32 **
RESIDUO 12 0.38 0.03
Total 14 12.11
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p-valor < .01)
TESTE DAS MEDIAS
MEDIAS DAS INTERACOES
FITOPATOGENO G. citricarpa PC13/96 ~ 2.06 a
69JES 0.10 b
70JES 028 b

DMS = 0.30003
CV% = 21.87926

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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ANEXO7- ANOVA E TESTE DE MEDIAS DAS INTERACOES ENTRE OS
ISOLADOS ENDOFITICOS 69JES, 70JES E 78JES CONTRA G. citricarpa
PC13/96 E G. citricarpa 33/05 PARA DETECCAO DE METABOLITOS NAO

VOLATEIS
EXPERIMENTO FATORIAL
ANOVA

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
FITOPATOGENOS 1 0.32 0.32 1.68 ns
ISOLADOS ENDOFITICOS 3 9.80 3.26 16.91 **
INTER. F X I 3 1.21 0.40 2.08 ns
RESIDUO 16 3.09 0.19
Total 23 14.43

INTER. Cx T : INTERACAO ENTRE OS FITOPATOGENOS E 0S ISOLADOS
ENDOFITICOS

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p-valor < .01)
ns ndo significativo (p-valor >= .05)

TESTE DAS MEDIAS

MEDIAS DOS FITOPATOGENOS

FITOPATOGENO G. citricarpa PC13/96 250 a
FITOPATOGENO G. citricarpa 33/05 227 a

DMS1=  0.38079

MEDIAS DAS INTERACOES

70JES 3.05000 a
69JES 2.86667 ab
78JES 2.23333 b
FITOPATOGENOS 1.41667 c

DMS2=  0.72700
CV% = 18.38454

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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ANEXO 8- ANOVA E TESTE DE MEDIAS ENTRE OS TRATAMENTOS COM
EXTRATOS METANOLICOS DOS ISOLADOS ENDOFITICOS 69JES,
70JES CONTRA OS FITOPATOGENOS G. citricarpa PC13/96 E G.
citricarpa 33/05 PARA AVALIACAO DO CRESCIMENTO MICELIAL

EXPERIMENTO FATORIAL
ANOVA

F.V. G.L. S.Q. QM. F
FITOPATOGENO 1 0.01 0.01 0.07ns
TRATAMENTOS 4 40.57 10.14 92.49 **
INTER Cx T 4 0.19 0.04 0.44 ns
RESIDUO 20 2.19 0.11
Total 29 4297

INTER. Cx T : INTERACAO ENTRE OS FITOPATOGENOS E OS TRATAMENTOS

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p-valor < .01)
ns nao significativo (p-valor >=.05)

TESTE DAS MEDIAS

MEDIAS DOS FITOPATOGENOS

FITOPATOGENO G. citricarpa PC13/96 2.08 a
FITOPATOGENO G. citricarpa 33/05 2.12a

DMS1 = 0.25224

MEDIAS DOS TRATAMENTOS

METANOL 331667 a
AGUA 3.23333 a
69JES 226667 b
70JES 1.50000 c
FUNGICIDA 0.20000 d

DMS2 = 0.57323
CV% = 15.74451

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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ANEXO9- ANOVA E TESTE DE MEDIAS DOS TRATAMENTOS COM EXTRATOS
METANOLICOS DOS ISOLADOS ENDOFITICOS 69JES, 70JES CONTRA
FITOPATOGENO G. citricarpa PC13/96 E G. citricarpa 33/05 PARA
AVALIACAO DA FORMACAO DE PICNIDIOS EM FOLHAS
AUTOCLAVADAS

EXPERIMENTO FATORIAL TRANSFORMADOS EM log (x+2)

ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
FITOPATOGENO 1 0.12 0.12 2.52 ns
TRATAMENTOS 3 2.84 0.94 18.53 **
INTER FxT 3 0.40 0.13 2.60 ns
RESIDUO 40 2.04 0.05
Total 47 5.42

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p-valor < .01)
ns ndo significativo (p-valor >= .05)

TESTE DAS MEDIAS

MEDIAS DOS FITOPATOGENOS

FITOPATQGENO G. citricarpa PC13/96 2.23 a
FITOPATOGENO G. citricarpa 33/05 2.13 a

DMSI = 0.13203

MEDIAS DOS TRATAMENTOS

AGUA DESTILADA 2.36 a
METANOL 2.45 a
69JES 2.08 b
70JES 1.83 c
DMS2= 0.24
CV% = 1034

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



131

ANEXO 10—~ ANOVA E TESTE DE MEDIAS DO CRESCIMENTO MICELIAL DOS
ISOLADOS ENDOFITICOS DE Pestalotiopsis spp. EM DIFERENTES

MEIOS DE CULTURA
EXPERIMENTO FATORIAL
ANOVA
F.V. G.L. S.Q. QM. F
MEIOS DE CULTURA 3 4.86 1.62 7.82 %
ISOLADOS ENDOFITICOS 12 391.14 32.59 157.23 #*
INTERACAO A 36 38.01 1.05 5.00 #*
RESIDUO 104 21.56 0.20
Total 155 455.58

INTERA(;AO A: INTERACAO ENTRE OS MEIOS DE CULTURA E OS ISOLADOS
ENDOFITICOS DE Pestalotiopsis spp.

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p-valor < .01)

TESTE DAS MEDIAS

MEDIAS ENTRE OS MEIOS DE CULTURA

MC

BDA
MEA
MEA

705 a
6.78 ab
6.65 b
6.59 b

DMSI1 0.26

MEDIAS DO CRESCIMENTO MICELIAL DOS ISOLADOS
ENDOFITICOS DE Pestalotiopsis spp.

10JAES
SDO1ES
SV12ES
29SES
75SES
SDO7ES
11JAES
14JAES
36JAES
6JAES
13JAES
48JAES
9JAES

7.92
7.87
7.80
7.80
1.75
7.67
7.42
7.39
6.90
6.43
5.46
3.66
3.10

SN R

DMS2 = 0.63
CV% = 6.72

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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ANEXO 11- ANOVA E TESTE DE MEDIAS DA TAXA DE ESPORULACAO
PRODUZIDOS PELOS ISOLADOS ENDOFITICOS DE Pestalotiopsis spp.
EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

EXPERIMENTO FATORIAL TRANSFORMADOS EM log (x+2)

ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F

MEIOS DE CULTURA 3 0.75 0.25 31.40 **

ISOLADOS ENDOFITICOS 12 95.03 7.91 983.30 **

INTERACAO A 36 11.06 0.30 38.16 **

RESIDUO 104 0.83 0.01

Total 155 107.69

TOTAL
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p-valor < .01)

INTERACAO A: INTERACAO ENTRE OS MEIOS DE CULTURA E A TAXA DE ESPORULACAO
DOS ISOLADOS ENDOFITICOS DE Pestalotopsis spp.

TESTE DAS MEDIAS

MEDIAS ENTRE OS MEIOS DE CULTURA

MEA 0.90 a

MC 0.94 a
BDA 0.83 b
MAV 0.75 c

DMS1=  0.053

MEDIAS DA TAXA DE ESPORULACAO DOS ISOLADOS ENDOFITICOS
DE Pestalotiopsis spp.

SV12JES 241 a
75SES 243 a
SDO1ES 1.55 b
SDO7ES 1.36 c
10JAES 0.73 d
36JES 0.56 e
29SES 0.30 f
14JAES 0.30 f
48JES 0.30 f
13JAES 0.30 f
9JAES 0.30 f
11JAES 0.30 f
6JAES 0.30 f
DMS2= 0.12 CV% = 10.43

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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ANEXO 12- ANOVA E TESTE DE MEDIAS DO COMPRIMENTO DOS CONiIDIOS
DOS ISOLADOS ENDOFITICOS DE Pestalotiopsis spp. MEIO DE
CULTURA BDA

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

ANOVA

F.V. GL. S.Q. QM. F
TRATAMENTOS 12 1033.10 86.09 26.10%*
RESIDUO 182 600.12 3.29
Total 194 1633.23

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p-valor < .01)

TESTE DE MEDIAS

MEDIAS DO COMPRIMENTO DOS CONIDIOS DOS ISOLADOS
ENDOFITICOS DE Pestalotiopsis spp.

75SES 24.94 a
SDO7ES 24.40 ab
14JAES 23.69 abc
29SES 22.49 bed
SVI12JES 22.18 bed
6JAES 22.18 bed
13JAES 22.14 cd
SDO1ES 2191 cd
9JAES 20.30 de
11JAES 19.35 e
36JES 19.20 e
48JES 19.05 e
10JAES 16.60 f

DMS= 222

CV% = 847

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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ANEXO 13- ANOVA E TESTE DE MEDIAS DO COMPRIMENTO DOS APENDICES
DOS ISOLADOS ENDOFITICOS DE Pestalotiopsis spp. MEIO DE
CULTURA BDA

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

ANOVA
F.V. G.L. S.Q. QM. F
TRATAMENTOS 12 2951.66 245.97 52.66 **
RESIDUO 182 849.95 4.67
Total 194 3801.62

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p-valor < .01)

TESTE DAS MEDIAS

MEDIAS DO COMPRIMENTO DOS APENDICES DOS ISOLADOS
ENDOFITICOS DE Pestalotiopsis spp.

SDO1ES 29.79 a
6JAES 23.64 b
SV12ES 23.64 b
9JAES 23.29 bc
29SES 21.51 bc
11JAES 22.37 bc
36JES 22.83 bc
75SES 20.78 c
14JAES 20.87 c
10JAES 17.54 d
SDO7ES 17.22 d
13JAES 16.24 de
48JES 14.22 e

DMS=  2.64

CV% = 10.25

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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2

MATRIZ COM DADOS PARA CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE

ANEXO 14 -

.

ISOLADOS ENDOFITICOS DE Pestalotiopsis spp.

SHTIAS

SHLOAS

SHI0dS

SHSSL

Salsy

Safr9e

SHS6T

SAVILYI
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SVAIddIN

VINLINO
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MEA
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BDA
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MEA

MC
BDA
MAV

MEA

MC
BDA
MAV

MEA
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BDA
MAV

MEA

MC
BDA
MAV

MEA

MC
BDA

MAV

MEA

MC

BDA
MAV

MEA

MC
BDA
MAV

SOIIFLIND

10




MEA 5411 |1 {1 |1 ]1]1|1]O]0O]O]O]O
MC S5/ 1|1 1|11 }(1]1[1]0]0]0O0]O0]O
BDA 56/ 00 0[O0 JO0O]JOJO]JO]JO[T |11 ]1
MAV 57/0]010]0JO0JOJO]JO]JO [T 111
MEA 5800 0[O JOJOJO]JO]JO[T |11 ]1
MC 59(0]0J0]0JO0J]O0O]JO]JO]JO [T |11 ]1
1 BDA 60/ 0]0|0]OJO]J]OJO]JO]JO|T [T ]O]1
MAV 61/ 0]0]0]O0O]J]O]J]O]J]OJO][O|T1 |1 ]O]1

MEA 62/ 0] 00O JO0OJ]OJO]JO]JO|T]1T]O]1

MC 63]0]0]0]0O]O]J]O]J]OJO[O|T1 |1 ]O]1

BDA 20-25 641 |1 JO0jO 1|1 ]J1T]JO]JO|[T1T |1 [|1]1
MAV 65/1]0]0]J]O0O]JO]1T]O0O]O]O]O]O]O]O
MEA 66/ 1/]0/0]O0OJO0O]1T]OJO]JO]T1T]O]O]O
BDA 15-19 6700 |1 |1 ]0[O0O]JO|1T[1]0]0O0]O0]O
MAV 68|01 |1 {1 |J1joOo 1|11 |11 [|1]1
MEA 69|01 |11 ]1]O|1 [T [1]O|1]|1]1
BDA até 5 70/[1]1J0jO 1|11 jO]J1]O]JO[T1]1
MAV 7m(oj1J1rjoj1rj1]1rj1j]1/0]0J0]1
MEA 72000001 ]JT]JO]J1T|[OJO[T]1
12 BDA >25 73/0]0/0]0]0]0O0O]J]OJO]O]JO]1]O0]O
BDA 20-24 7411101 jOoj1 |1 |{1]O0[1T]OJO0O]1
MAV 7500|100 1T]0]J]OJOJ]O]JO]O]TI]O
MEA 76]10]0]0]0]0]0O]O0O]O]1]0]0]O0]O
BDA 15-19 7710]0]0]J]0O0]JO]1T]O]1T]O]O]O]O]O
MAV | 1j]oj1 {1 |J1jO]J1][O]JO|1T]1]O]1
MEA 7910]1/]0]0]J0[O0O]J]OJO[1T]0]0O]O]O
BDA 10-14 0|1 j]0jJOjO]1 1T |1]1T]O[1]O]O]O
MAV 81|01 ]1|(1]OJOJOJO]JOJO|]T1]O]O
MEA 821 0]0]J]0j0]JO0O|JO0O]JO]JO]J1T]JO]JO]T1 |1
BDA 83/ 0]0]0j0]1]JO0O]J]O]JO]1T]O]J]O]O]O

MAV 8411 ]0]0j0]1|]0O0]J]O]JO]JO]JO]T1T]O]1

MEA 810|001 ]O]O]OJOJO]JO]JO]JO]O

13 MC 8|1 |01 |01 |1 |1 |J1T]JO]J1]1]O]1
BDA 7|1 |1 |1 (1oLl |1 ]1]O]1l|1]1]]1

MAV 8|0 |1 |11 jojrj1jrj1{1ry0j1jJ0

MEA |11 j1joj1r|jrj1rj1rj1j1rj1rj]1ji1

MC (1 ]1 0|1 ]J]0]O0O]JOJO[1T]0O]O]TI]O

BDA 91/0]0]0]0OJ0O]O]JOJO[1T]0O0]O]JO]O

14 MAV 92/ 0]0/0]0]0]0O0]OJO]O]J]0O0]0O]O]O
MEA 93/0]0]0]0OJ0O]O]JOJO[1T]0O0]O]JO]O

MC 9410]0]0]O0O]JO]O]JOJO]J]O]JO]O]JO]O

NOTA: As caracteristicas foram avaliadas em meio BDA, MAV, MEA e MC seguindo os
seguintes critérios:

PHRAANR WD

P
W =o

Diametro médio do crescimento das colOnias (cm)

Aspecto dos bordos da coldnia:disforme (1) ou uniforme (0)
Esporulagdo: com esporulacdo (1) ou sem (0)

Aspecto do micélio: cotonoso (1) ou ralo (0)

Micélio sob o meio de cultura

Coloragdo do micélio : Branco

Coloragdo do micélio : Preto

Coloragdo do micélio : Verde

Acérvulos sobre o meio de cultura

. Coloragdo do reverso da placa de Petri

. Viscosidade do meio em funcio da produgdo de acérvulos

. Comprimento e largura dos conidos, comprimento dos apéndices (em pm)
. Coloragdo das células medianas : unicolor ou versicolor

. Pigmento no meio de cultura
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