SONIA ALVIM VEIGA PILEGGI

ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE MICRORGANISMOS ENDOFITICOS
DE Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. POR MEIO DE MARCADORES RAPD E
SEU POTENCIAL FARMACOLOGICO

Tese apresentada ao Programa de Pés-
Graduagao em Genética, da Universidade
Federal do Parana, como requisito parcial a
obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias
Biolégicas, Area de Concentragdo em
Genética

Orientadora: Prof®. Dr®. Chirlei Glienke-Blanco
Co-orientadora: Prof®. Dr®. Ida Chapaval Pimentel

CURITIBA
2006



i

Ao meu pai,

gquem me ensinou o valor da
Vida e da Natureza, a paixao
pela Ciéncia e o respeito pela
Universidade,

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A Prof®. Dr?. Chirlei Glienke-Blanco, pela orientacdo neste trabalho, e
bravura no inicio de uma nova e importante linha de pesquisa. Espero que gere
muitos frutos.

A Prof®. Dr®. Ida Chapaval Pimentel, pela co-orientagdo, amizade e apoio.

As Prof®®. Dr*®. Vania Aparecida Vicente e Roseli Wassem, pelas valiosas
sugestdes nos relatérios anuais.

A Prof®. Dr?. lima Hiroko Higuti, pelas sugestdes e auxilio na identificacdo
das bactérias endofiticas.

Ao Prof. Dr. Celso Hauer, pelo empréstimo do material para os testes de
antagonismo em fungos.

As Prof®. Dr®. Vanessa Kava-Cordeiro e Lygia Vitéria Galli-Terasawa, pela
amizade e 6tima convivéncia no LabGeM.

A Prof®. Dr®. Maria Luiza Petzl-Erler, pela disponibilidade dos equipamentos
da SEAD.

Aos professores e funcionarios do Departamento de Genética, pela
agradavel convivéncia diaria, em especial ao Seu Jorge, a Marli e a Valéria.

As funcionarias |zolde Gaertner e Shirley Rolim Cercal, pelo auxilio técnico
com o material de laboratério, e pela amizade e respeito que la cresceram.

Aos estagiarios do LabGeM, Camila, Caroline, Ci¢a, Denny, Douglas,
Eduardo, Fernanda Meira, Fernanda Tanaka, Giselle, Grasiela, Jefferson, Juliana,
Luciane, Maykol, Milton, Nayara, Rafael, Silvia, Suellen, Valéria, Vanessa, e em
especial, a Sarah e a Alessandra, pela grande ajuda e amizade.

Aos alunos de Pods-graduacdo do LabGeM, Daniel, Danyelle, Juliana,
Patricia, Renata, Yvelise e Vanessa (Genética), André e Josiane (Microbiologia),
pela excelente interagcdo e cooperagao no trabalho diario dentro do laboratério, e
pela amizade e carinho que ficaram.

Aos colegas de Pods-graduacdo em Genética, pelos momentos dificeis, de

muito estudo e dedicagao, durante a obtencao dos créditos, mas muito alegres na
convivéncia diaria, em especial a turma de 2002.

il



Ao Prof. Dr. Baggio e a lzabel, da EMBRAPA, de Colombo, PR, pela
disponibilidade das plantas de espinheira-santa para as coletas realizadas neste
trabalho.

Aos funcionarios dos Laboratérios de Bacteriologia e Micologia do Hospital
de Clinicas da UFPR, pelas linhagens referéncia de bactérias e fungos,
gentilmente cedidas para a realizagdo deste trabalho, em especial a Helena, a
Rosangela e a Marissol.

Ao Prof. Dr. Luis Antonio Esmerino, do Laboratério de Microbiologia da
UEPG, pelas sugestbes e pelas linhagens bacterianas referéncia cedidas para
este trabalho.

Ao Prof. Dr. Paulo Irajara Borba Carneiro, do Departamento de Quimica da
UEPG, pelo grande auxilio na elaboracdo dos extratos de fungos e pela
disponibilidade dos equipamentos.

Ao Dalton e a Lygia, pelas linhagens referéncia de fungos fitopatogénicos
cedidas gentilmente para este trabalho.

A querida amiga Patricia Dalzoto, conselheira, companheira nos bons e
maus momentos deste Doutorado, obrigada pela sempre pronta ajuda, paciéncia,
por me escutar e por me ensinar; vocé foi e sempre sera uma pessoa muito
importante para mim.

Ao Marcos, por me substituir na fungdo de mae nos ultimos 4 anos, pelo
amor, compreensao, apoio, por me aguentar nas horas mais dificeis, por me ouvir
e ter muita paciéncia, pela minha auséncia. Amo e respeito muito vocé, por ser um
pai, marido, amigo e professor maravilhoso.

Ao meu filho Matheus, que foi obrigado a se acostumar com a minha
auséncia, enquanto entrava na adolescéncia. Foi por uma grande causa, e vocé
esta incluido nela, como esta em meu coragdo. Amo muito vocé, filho.

A minha mae Maria, que me acolheu de bragos abertos nestes quatro anos,
de volta ao antigo lar, me apoiando nos maus momentos, se preocupando com
minha saude e de minha familia, e dando todo o suporte para que eu encontrasse
forcas para concluir esta etapa tdo importante em minha vida.

A Thelma, irma e amiga, pelo grande apoio e disponibilidade de
equipamentos e materiais, além das valiosas sugestdes e conselhos sabios, a
exemplo do que meu pai faria.

A minha irma Claudia, pelo carinho, preocupagdo e apoio, mesmo estando
longe.

v



Ao meu irmao Fernando, também doutorando, que apesar da correria,

sempre encontrou um tempo para se preocupar, apoiar e dar sugestdes para este
trabalho.

A Universidade Estadual de Ponta Grossa, por permitir o afastamento
integral de minhas atividades para a execugao deste Doutorado, e aos professores
gue me substituiram nas aulas nestes ultimos quatro anos.

A CAPES, pelo apoio e auxilio financeiro, por meio do Programa
Institucional de Capacitagcdo Docente (PICD/UEPG), nos quatro anos de meu
afastamento para a execucéao deste trabalho.



SUMARIO

I N D I N ] N viii
LISTADE FIGURAS ... IX
RESUMO ... e Xiii
AB ST R A C T e XV
1. INTRODUGAO ...ttt ettt ettt e eaeeae e viii
2. REVISAO DA LITERATURA ..ot 4
2.1. Microrganismos €NdOfitiCOS .........uuuuuuuiiiiiiiiii e 4
2.1.1. CoNSIAEraglES GEIAIS .....cciviiiiiiiiieieieee ettt 4
2.1.2. Isolamento de endOfitOS........cooiiiiiiiiiiii 5
2.1.3. Ocorréncia de endoOfitOS..........uuiiiiiieiiiiee e 6
2.1.4. Enddfitos isolados de plantas medicinais............cooovvviiiiiiiiiiiiiiiiiee 8
2.1.5. Enddfitos produtores de substancias antimicrobianas ..............ccc.ccooooiviinnneenn. 10

2.2. Antagonismo entre MiCrorganiSIMOS ..........ccieiiuuuuuiaaeeaeeeeeiiiiaae e e e eeeeeeeieiaa e e e aeeaeeeeees 15
2.3. Espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex ReiSS.) ...........uuuuuuiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinns 22
2.3.1. Aspectos botanicos, ecoldgicos e distribuicdo geografica............oeeuvviveeeneen. 22
2.3.2. Componentes quimicos e propriedades terapéuticas ...........ccccccvvvvvvvevieeennnnn. 23
2.3.3. Enddfitos isolados de espinheira-santa ... 26

2.4. Marcadores moleculares do tipo RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)....27

2.4.1. Ametodologia RAPD ... e 27
2.4.2. RAPD em microrganismos endofitiCos.............ccccvvviiiiiiiiiiiiiiieeee 29
2.4.3. RAPD em COlletOtriCAUM ..............cccoiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeee e 30
3. MATERIAL E METODOS ...ttt aean et een e aeeeenens 37
3.1 Material vegetal ..... ... 37
K |V (=TT TSR [N o1 L (U = N 39
3.2.1. Agar de Batata e Dextrose (BDA)..........ccoovieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 39
3.2.2. Meio Liquido de Batata € Dextrose (BDL)...........c.cocoiiiiiiiiiiinie 39
3.2.3. Agar Sabouraud Dextrose (SDA).......coooie i 39
3.2.4. Caldo de Extrato de Malte (MEB) ..o, 40
3.2.5. Meio Seletivo para Isolamento de Actinomicetos (AC)..........c.coeoiiiiiinnn. 40
3.2.6. Agar Nutriente (NA) ... 40
3.2.7. Agar Mueller Hinton (MHA) ..o 41
3.2.8. Caldo Nutriente (NB) .....ccooeieeeeeeeeeeeeeeeee e 41
3.2.9. Meio Completo (MC)...cooeeeeeeeeeeeeee 41
3.2.10. Meio Completo Liquido (MCL) ........ccoovviiiiiiiiii 41
3.2.11. Agar Mueller Hinton 0,85% ......ccoooeeeiiiieee 42
3.3. SOIUCOES € tAMPOES ...t 42
3.3 ClOTOFl e e e e e e e e e 42
KT T O (o {0 -1 o = PRSPPI 42

vi



3.3.3. BENOMYI .ot e e e e aaaaa 43

3.3.4. Lactofenol Azul de AIGOTA0 ........uuiiiieeeieeeee e 43
3.3.5. Gel de AQaroSe (0,8%0) .. cceeiiuueieeiieie ettt 43
3.3.6. Gel de AQAaroSe (1,5%0) «.eeeeiiiuiieie et 43
.37 RNASE . 43
3.3.8. Solugao de Brometo de Etidio .........coooeeeeeiiiiiii, 44
3.3.9. Tampa&o da AMOSIra (6X) ......uueeeeieiiieeiiiie e e e 44
3.3.10. Tampao de Corrida TBE 10X pH 8,0 ....ccvvvuuiiiieiiiiieccee e 44
3.3.11. SOIUGA0 d€ GlICErOl 20% ...eeeviiiiee et a e 44
3.3.12. Tampao de Extracdo de DNA (TE) ... 44
3.3.13. Tampao TrisS-EDTA (TE)....cco oo, 45
3.3.14. Solugao Estoque de Tetraciclina............coooeeeeieeieeiieee e, 45
3.3.15. Solugéo Estoque de Nistatina.............oooeeeiieeeee 45
3.3.16. Solugéo Estoque de Ciclohexamida ..o, 45
3.3.17. Solugao Estoque de Acido NalidiXiCO ..........coeeeeeiiiiiiiiiiie, 45
3.3.18. SoluGa0 de VItamiNas ..........couiiiiiii i 46
3.3.19. Solugéo de Tween 80 @ 0,1% (V/V) ..ooi i 46
3.3.20. Solugao Salina @ 0,85%......ccuvrriiiiiieee e 46

B B =1 (T Lo T PP 46
3.4.1. Isolamento dos microrganismos endofitiCoS ...........cccuviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeees 46
3.4.2. |dentificagao dos microrganismos endofiticos............cccceeeeeeeeeeii e 49
3.4.3. Antagonismo dos isolados endofiticos contra os microrganismos patogénicos
................................................................................................................................. 50
3.4.3.1. Atividade antifungica em meio SOlIdO .............uuvvuviriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeneeeees 50
3.4.3.2. Atividade antibacteriana em meio solido...........ccccoviiiiiiiiiiiiiii . 52
3.4.3.3. Atividade antibacteriana por bioautografia .................eeveviieiiiiiiiiiiiiiiiiiinn. 54
3.4.3.3.1. Fermentagao liquida dos extratos brutos dos fungos ........................ 54
3.4.3.3.2. Bioautografia em placas de cromatografia de camada delgada (CCD)

Pelo MELOAO AGar-OVEIIAY ...........uuuuiiiiiiiiiii e 55

3.4.4. Obtencao de colbnias MONOSPONICAS .......c..uuueeeiieeiiiiiiiieee e eeaaans 56
3.4.5. EXIracao de DINA ... .o e 56
3.4.6. Andlise da variabilidade genética por RAPD. ..., 57

4. RESULTADOS E DISCUSSAD........coeeeeeete ettt ene e 59
4.1. Isolamento de microrganismos endofiticos de espinheira-santa............................ 59
4.1.1. Isolamento e identificagéo de fungos endofitiCOS...........uuuwrviieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaes 61
4.1.2. Isolamento e identificacdo de bactérias endofiticas...........cccceeeiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 68
4.3. Estudo do antagonismo dos isolados contra patdgenos............ccevvuiiiieieeiieiiinnnnnn. 71
4.3.1. Atividade antifungica em meio SOldO............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeneeaeees 73
4.2.2. Atividade antibacteriana em meio SOlido............coovviiiiiiiiiiiiiiii e, 86
4.2.3. Bioautografia em cromatografia de camada delgada (CCD) pelo método agar-
(017 = 4 - P 96
4.4, Caracterizacdo morfolégica e molecular de isolados endofiticos de Colletotrichum
ST 0] o RSP 97
5. CONCLUSODES ..ottt e ettt n e eaneaeenens 109
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..., 111

Vil



LISTA DE TABELAS

TABELA 1: Epocas do ano, érgaos da planta, condigdes de incubagao e n°. de fragmentos
plagueados nas sete coletas de enddfitos de espinheira-santa ....................c..coevnneeen. 47

TABELA 2: Linhagens referéncia de fungos patogénicos utilizados nos testes de atividade
antifungica e suas caracteristicas de patogenicidade, procedéncia e condigbes de
o] o= To= Lo U 50

TABELA 3: Linhagens referéncia utilizadas nos testes de atividade antibacteriana ......... 53

TABELA 4: Porcentagem de microrganismos endofiticos isolados de espinheira-santa em
sete periodos de COIEta ..o e 59

TABELA 5: Numero de isolados de fungos endofiticos pertencentes a 6 géneros e 13
grupos morfologicamente distintos, a partir de folhas, peciolos e sementes de
espinheira-santa (Maytenus iliCifolia) ..............c.uueeiiiii i 63

TABELA 6: Morfotipos das bactérias endofiticas isoladas de sementes de espinheira-
LS 1= P 69

TABELA 7: Microrganismos endofiticos de espinheira-santa selecionados para os testes
de antagonismo contra fungos patdégenos humanos e de plantas. ............cccccccvvvnnnnns 72

TABELA 8: Resultados dos testes de antagonismo de 15 endéfitos isolados de espinheira-
santa contra 6 patdgenos ensaiados, que formaram halos de inibig&o........................ 89

TABELA 9: Resultados dos testes de antagonismo de 22 enddfitos isolados de espinheira-
santa contra 6 patdgenos ensaiados, que apresentaram potencial para controle
DIOIOGICO ... 90

TABELA 10: Identificagdo dos isolados de Colletotrichum sp. baseada nas analises
moleculares de RAPD e ITS', medidas do tamanho dos conidios e presenga de ascos

e ascosporos em laminas de MICrOCUIIVO............uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 102
TABELA 11: Primers selecionados e suas respectivas seqléncias de nucleotidios....... 102
TABELA 12: AMOVA - Analise de Variancia de Marcadores Moleculares..................... 107
TABELA 13: Diferenga média entre os grupos e subgrupos obtidos na AMOVA............ 108

viil



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1: A - Aspecto do arbusto de espinheira-santa; B — Aspecto do fruto tipo capsula
da espinheira-santa; C — Folhas e frutos maduros (deiscentes) de M. ilicifolia; D -

Aspecto da semente de M. iliCifolia. ................coooeuuiuiiiii i, 24
FIGURA 2: Croqui da area experimental de espinheira-santa no Centro Nacional de
Pesquisas de Floresta (CNPF), EMBRAPA, Colombo, PR..........coooviiiiiiiiiiiiiiiiieeee 38
FIGURA 3: Macromorfologia dos fungos patogénicos utilizados nos testes de atividade
= 1011 g T [ o= 51
FIGURA 4: Porcentagem de microrganismos endofiticos isolados de espinheira-santa em
Lo7=To F= TN E=To] =1 o =1 o1 (o T USSR 60
FIGURA 5: Macro e micromorfologia de Alternaria sp., isolado AD99.............ccceeeeieeeennn. 64
FIGURA 6: Macro e micromorfologia de Bipolaris sp., isolado FV123...........ccccceeeeeeee. 64
FIGURA 7: Macro e micromorfologia de Cladosporium sp., isolado AV165...................... 65
FIGURA 8: Macro e micromorfologia de Pestalotiopsis sp., isolado SDO7 ....................... 65
FIGURA 9: Macro e micromorfologia de Colletotrichum sp., isolado COL13 .................... 66
FIGURA 10: Macro e micromorfologia de Phyllosticta capitalensis (Guignardia
mangiferae), iISOIAAO 79 .........uuuuiiiiiiii s neenn s nnnnnnnnnnnnnnnnes 66
FIGURA 11: Macromorfologia dos grupos de fungos endofiticos isolados de espinheira-
santa em diferentes meios de cultura, pH e periodo de crescimento. .......................... 67
FIGURA 12: Macromorfologia de cinco morfotipos de bactérias isoladas de espinheira-
L5721 = P 70
FIGURA 13: Antagonismo contra o fungo patogénico de milho Fusarium sp., linhagem 151-
2; halo de inibigao frente ao fungo endofitico FV113. .......uuiiiiiiiiiiiiieee 74
FIGURA 14: Antagonismo contra o fungo patogénico de milho Fusarium sp., linhagem 151-
2; halo de inibigéo frente ao fungo endofitico FAC32............uuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineee 74
FIGURA 15: Antagonismo contra o fungo patogénico de milho Fusarium sp., linhagem 151-
2; halo de inibicao frente a bactéria endofitica S1............ccccciiiiii e, 75
FIGURA 16: Antagonismo contra o fungo patogénico de milho Fusarium sp., linhagem 151-
2; halo de inibicao frente as bactérias endofiticas S4 € S24. ...........coooiiiiiieiiiiiiiieinn, 75
FIGURA 17: Antagonismo contra o fungo patogénico de café Trichoderma sp., linhagem
CNBPF ¢, halo de inibicao frente ao fungo endofitico Bipolaris sp........ccccccevvvvueeeeenn.. 77
FIGURA 18: Antagonismo contra o fungo patogénico de café Trichoderma sp., linhagem
CNBP,F¢; halo de inibicao frente @ SD26. ..........coooiiiiiiiiiiii e 77
FIGURA 19: Antagonismo contra o fungo patogénico de café Trichoderma sp., linhagem
CNBP.F¢; halo de inibicao frente ao fungo isolado de semente SVO5. ....................... 78

FIGURA 20: Antagonismo contra o fungo Guignardia citricarpa, agente causal da Mancha
Preta em Citros, linhagem PC13; inibicao na presenca do enddfito Cladosporium sp. 79

X



FIGURA 21: Antagonismo contra o fungo Guignardia citricarpa, agente causal da Mancha
Preta em Citros, linhagem PC13; inibicdo na presengca do enddfito AV106, nao
02T 0111 07= o [o NSO SRS PTPPPRR 80

FIGURA 22: Antagonismo contra o fungo Guignardia citricarpa, agente causal da Mancha
Preta em Citros, linhagem PC13; inibicdo na presenca de FD90, nao identificado....... 80

FIGURA 23: Antagonismo contra o fungo Guignardia citricarpa, agente causal da Mancha
Preta em Citros, linhagem PC13; inibigdo do crescimento do patégeno na presenga do
endofito FV113, N0 identifiCado ......oeeeieeeeeeeee e 81

FIGURA 24: Antagonismo contra o fungo Guignardia citricarpa, agente causal da Mancha
Preta em Citros, linhagem PC13; inibicdo na presenga de FV138, fungo nao
o [=T a1 1) Te%= o [o TSR 81

FIGURA 25: Antagonismo contra o fungo Fonsecaea pedrosoi, linhagem Fp18, causadora
da cromoblastomicose em humanos; inibicdo do crescimento do patégeno diante do
enddfito FD90, N80 identificado. .......c..iieeiiieeiee e 82

FIGURA 26: Antagonismo contra o fungo Fonsecaea pedrosoi, linhagem Fp18, causadora
da cromoblastomicose em humanos; inibicdo frente ao enddfito FV127, nao
02T 0111 07= o [o USSP PPPPPPRR 82

FIGURA 27: Teste de volatilidade de substancias antimicrobianas entre os fungos FV113
e Fusarium sp. 151-2, mostrando inibigdo de crescimento do patégeno em relagdo ao
controle sem o enddfito apenas devido ao pareamento e ndo por substancias volateis.
.................................................................................................................................... 84

FIGURA 28: Teste de volatilidade de substancias antimicrobianas entre os fungos FV113
e Fusarium sp. 151-2; nota-se o inicio da formagao do halo de inibigao de crescimento
do patdgeno em relagao ao controle sem o endofito apenas devido ao pareamento e
NA0 POr SUbStANCIas VOIALEIS..........coovviiiiiii 84

FIGURA 29: Teste de volatilidade de substancias antimicrobianas entre os fungos FV113
e Guignardia citricarpa PC13, observando-se mudangas na coloragao do pigmento

produzido pelo endofito. ... 85
FIGURA 30: Teste de volatilidade de substancias antimicrobianas entre os fungos FD90 e
Guignardia citricarpa PC13, observando-se alteragdes na morfologia da col6nia......... 85
FIGURA 31: Halo de inibicdo produzido por Alternaria sp. (AD99), na presenga de
Micrococcus utets ATCC 9341 ... e 86
FIGURA 32: Halo de inibicdo produzido pelo isolado FV113 na presenca de Micrococcus
LT RS N O O X 7 R 87
FIGURA 33: Halo de inibigdo produzido por Pestalotiopsis sp. (SD0O7), na presenca de
Staphylococcus aureus ATCC 29213 ... 87

FIGURA 34: Pareamento frente ao fungo patogénico de milho Fusarium sp., linhagem 151-
2, mostrando o potencial dos isolados FV32 (A) e SV03 (B) para controle bioldgico. .. 91

FIGURA 35: Pareamento frente ao fungo patogénico de café Trichoderma sp., linhagem
CNBP,F+6, mostrando o potencial dos isolados FV28 (A) e FV143 (B) para controle
o] o] oo Lo T 91

FIGURA 36: Pareamento frente ao fungo patogénico de Citrus, Guignardia citricarpa,
linhagem PC3C, mostrando o potencial dos isolados AV70 (A) e FD75 (B) para controle
o] o] oo Lo T 92



FIGURA 37: Pareamento frente ao fungo patogénico de Citrus, Guignardia citricarpa,
linhagem PC3C, mostrando o potencial dos isolados FV28 (A) e SD01 (B) para controle
DIOIOGICO. ... 92

FIGURA 38: Pareamento frente ao fungo patogénico de Citrus, Guignardia citricarpa,
linhagem PC13, mostrando o potencial do isolado FV28 para controle biolégico; em (A)
pareamento apos 7 dias e em (B) apds 14 dias.........ccoovvvivieiiiiiiiiiieiiieeeeeeeee 93

FIGURA 39: Pareamento frente ao fungo patogénico de Citrus, Guignardia citricarpa,
linhagem PC13, mostrando o potencial do isolado AV70 para controle biolégico; em (A)
verso das placas com pareamento ap6s 14 dias e em (B) frente..........cccceeeiiiiinnen, 93

FIGURA 40: Pareamento frente ao fungo patogénico de Citrus, Guignardia citricarpa,
linhagem PC13, mostrando o potencial dos isolados FV136 (A) e COL10 (B) para

CONLIOIE DIOIOGICO. ... e eeennnnnne 94
FIGURA 41: Pareamento frente a levedura Candida albicans ATCC 10231, mostrando o
potencial biotecnoldgico dos isolados FV112 (A) € SVO03 (B).....uvveeeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 94

FIGURA 42: Pareamento frente ao fungo patogénico humano Fonsecaea pedrosoi,
linhagem Fp18, mostrando o potencial biotecnoldégico dos isolados COL13 (A) e SV03
(1= ) TR 95

FIGURA 43: Pareamento frente ao fungo patogénico humano Fonsecaea pedrosoi,
linhagem Fp18, mostrando alteragdes na morfologia da colénia provocadas pela
presenca do isolado SD26, comparando-se com o controle sem o enddfitico. ............ 95

FIGURA 44: Bioautografia em cromatografia de CCD pelo método agar overlay ............. 96

FIGURA 45: Aspecto macroscopico das colbénias monospéricas de Colletotrichum sp.,
enddfitos de folhas de espinheira-santa, utilizadas para o estudo da variabilidade
genética por meio de RAPD. ... 98

FIGURA 46: Fotomicrografia de esclerdcio da linhagem COL7 e a presenca de conidios e
1= c= B 10100, TP OO PRPRRRRRPPPRPR 99

FIGURA 47: Fotomicrografia de apressorios e conidios da linhagem COLS8 (400X)......... 99

FIGURA 48: Fotomicrografia de esclerdcio da linhagem COL3 e a presenga de conidios e
ST = £ (100 100

FIGURA 49: Fotomicrografia de apressorios e conidios da linhagem COL2 (400X)....... 100
FIGURA 50: Fotomicrografia de ascos com ascésporos da linhagem COL1 (400X)...... 101
FIGURA 51: Perfil de RAPD obtido para 16 linhagens endofiticas de Colletotrichum sp.

isoladas de folhas de espinheira-santa, utilizando o primer OPB-08.......................... 103
FIGURA 52: Perfil de RAPD obtido para 16 linhagens endofiticas de Colletotrichum sp.
isoladas de folhas de espinheira-santa, utilizando o primer OPQ-04. ........................ 104
FIGURA 53: Perfil de RAPD obtido para 16 linhagens endofiticas de Colletotrichum sp.
isoladas de folhas de espinheira-santa, utilizando o primer OPX-13.............ccccvuueee.. 104
FIGURA 54: Perfil de RAPD obtido para 16 linhagens endofiticas de Colletotrichum sp.
isoladas de folhas de espinheira-santa, utilizando o primer OPX-17...........cccccvvvunen.. 105
FIGURA 55: Perfil de RAPD obtido para 16 linhagens endofiticas de Colletotrichum sp.
isoladas de folhas de espinheira-santa, utilizando o primer OPZ-19..............ccc......... 105

xi



FIGURA 56: Dendrograma gerado a partir dos dados de similaridade genética de 16
isolados endofiticos de Colletotrichum sp. por meio de marcadores RAPD ............... 106

FIGURA 57: Analise de componentes principais da similaridade genética entre as
linhagens endofiticas de Colletotrichum sp. isoladas de espinheira-santa................. 107

xii



RESUMO

ISOLAMENTO E CARACTERIZAGCAO DE MICRORGANISMOS ENDOFITICOS
DE Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. POR MEIO DE MARCADORES RAPD E
SEU POTENCIAL FARMACOLOGICO

Autora: Sonia Alvim Veiga Pileggi

Orientadora: Prof?. Dr?. Chirlei Glienke-Blanco

Foram isolados microrganismos endofiticos de folhas, peciolos e sementes
da planta medicinal espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss.), com o
objetivo de investigar o seu potencial farmacolégico. As coletas foram realizadas
em diferentes periodos do ano e as condigbes de isolamento variaram de acordo
com a temperatura de incubagao das placas, tipo, composi¢céo e pH dos meios de
cultura utilizados, bem como o numero de fragmentos plaqueados. No total, foram
isolados 915 endofitos de diferentes tecidos da planta, entre eles 793 fungos
filamentosos, 1 actinomiceto e 121 bactérias. Nos isolamentos de folhas e
peciolos, os fungos filamentosos foram mais frequientes do que as bactérias. Ja
em sementes ocorreu o inverso, sendo predominante o isolamento de bactérias.
Considerando as caracteristicas morfolégicas das col6nias e a observagao de
microcultivo em microscopio 6tico, foi possivel sugerir a identificacdo de alguns
isolados de fungos ao nivel de género. Em folhas de espinheira-santa, os géneros
isolados com maior frequéncia foram: Alternaria sp. (28%), Colletotrichum sp.
(6,1%), Bipolaris sp. (3,2%), Phyllosticta sp. (1,6%) e Cladosporium sp. (1,1%); em
peciolos, os géneros Alternaria sp. (9,5%) e Cladosporium sp. (4,7%), e em
sementes Cladosporium sp. (13,3%) e Pestalotiopsis sp. (10%). Cerca de 60% dos
isolados fungicos nao produziram estruturas de reprodugdo em meio de cultura,
nas condi¢des utilizadas neste trabalho, e, portanto ndo puderam ser identificados.
No entanto, foram agrupados segundo caracteristicas macroscopicas em outros
13 grupos. Pode-se perceber a predominancia do grupo | entre os fungos isolados
de sementes de espinheira-santa. Tal grupo € composto por fungos de micélio
algodonoso, de coloragédo branca e taxa rapida de crescimento. O mesmo grupo

foi também o mais freqlente nos isolamentos de folhas e peciolos, reforcando a
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natureza endofitica dos isolados. Dentro deste grupo, trés isolados puderam ser
identificados como Pestalotiopsis sp. (SD01, SD07 e SV12), género
frequentemente citado na literatura como produtor de compostos bioativos. Foram
isoladas 42 bactérias endofiticas nos quatro isolamentos de folhas, 6 de peciolos e
73 nos dois isolamentos de sementes, totalizando 121 endodfitos. Estes foram
agrupados em seis morfotipos, baseados em caracteristicas macroscoépicas e
coloracao de Gram. Observou-se maior propor¢ao de isolamento de bacilos Gram
negativos de coloragao rosada. Foram selecionados 39 fungos e 70 bactérias para
testes de antagonismo contra fungos patégenos humanos e de plantas e contra
linhagens bacterianas de referéncia. Apenas 15 endoéfitos promoveram a formagao
de halo contra algum patdégeno ensaiado. Outros 21, apesar de ndo promoverem a
formacao de halo de inibicdo, apresentaram um potencial para controle bioldgico.
Foram selecionados 16 isolados de Colletrotrichum para caracterizagao
morfoldgica e molecular por marcadores RAPD, objetivando a identificagdo ao
nivel de espécie e a analise da magnitude da variabilidade genética destes
endéfitos. Foram utilizados dez primers de RAPD, gerando 188 bandas
polimérficas. A andlise destes marcadores RAPD pelo software NTSYS
(coeficiente Jaccard) com o agrupamento pelo método UPGMA permitiu a
constru¢cao de um dendrograma de similaridade genética. A Analise de Variancia
Molecular (AMOVA) realizada sugere a existéncia de pelo menos 2 grupos de
fungos geneticamente diferentes, sendo o primeiro subdividido em 3 sub-grupos.
Sugere-se o0 isolamento de pelo menos 2 espécies de Colletotrichum neste
trabalho (grupos | e Il). Resultados preliminares do sequenciamento de regido
ITS1-5,85-ITS2 do rDNA sugerem que o isolado COL13 (grupo Il) pertenga a
espécie Glomerella cingulata (anamorfo: Colletotrichum gloeosporioides) e que o

isolado COLG6 (subgrupo Ib) corresponda a espécie Colletotrichum boninense.

Palavras-chave: endofiticos, Maytenus, espinheira-santa, antagonismo, RAPD
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ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF ENDOPHYTIC MICROORGANISMS
OF Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. BY RAPD MARKERS AND
PHARMACOLOGICAL POTENCIAL

Author: Sonia Alvim Veiga Pileggi
Advisor: Prof. Dr. Chirlei Glienke-Blanco

Endophytic microorganisms were isolated from leaves, stems, and seeds of
the medicinal plant “holly spine” (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss.), in order to
investigate their pharmacological potential. Different times of year and incubation
conditions were used, like temperature, media composition, and pH, as well as the
amount of fragments per plate. Among all 915 isolated endophytes, there were 793
filamentous fungi, 1 actinomycete, and 121 bacteria. Filamentous fungi were more
frequent when isolated from leaves and stems, and bacteria from seeds. Some
genera of fungi endophytes were suggested, after morphological and microscopic
data. Alternaria sp. (28%), Colletotrichum sp. (6.1%), Bipolaris sp. (3.2%),
Phyllosticta sp. (1.6%), and Cladosporium sp. (1.1%) were more frequent in
leaves; Alternaria sp. (9.5%) and Cladosporium sp. (4.7%) in stems; and
Cladosporium sp. (13.3%) and Pestalotiopsis sp. (10%) in seeds. About 60% of
isolated fungi had no reproductive structures in culture media, and could not be
identified. According to macroscopic morphology, there were 13 different groups of
unidentified fungi. Group I, with fluffy or granulated, white, and fast growing mycelia
was predominant in seeds. This group was the most frequent in stems and seeds
as well. Three isolates of this group were identified as Pestalotiopsis sp. (SD01,
SDO07, and SV12), which genus has often been cited as bioactive compounds
producer. Among bacteria, 42 were isolated from leaves, 6 from stems, and 73
from seeds, totalizing 121 endophytes. They were divided in six groups, based on
colony macroscopic features and Gram staining. Gram-negative reddish bacteria
were most frequently isolated from tissues of “holly spine”. In order to develop

antagonism bioassays, 39 fungi and 70 bacteria were selected for tests against
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reference plant and human pathogenic fungi as well as reference bacteria strains.
Only 15 endophytes induced inhibition halo against tested pathogens, while other
21 showed to be potentially biological controllers. For morphological and molecular
characterization by RAPD markers, 16 isolates of Colletotrichum sp. were selected,
with the purpose of species identification and genetic variability analysis of these
endophytes. Ten RAPD primers were used, producing 188 polymorph bands.
Analysis by NTSYS software (Jaccard coefficient) using UPGMA grouping method
originated a dendrogram of genetic similarity. AMOVA suggested the existence of
at least two species of Colletotrichum in this study (groups | and Il). Preliminary
data of rDNA ITS1-5,8S-ITS2 region sequencing suggested isolate COL13 (group
[Il) as Glomerella cingulata (anamorf: Colletotrichum gloeosporioides), and isolate

COLSG6 (subgroup Ib) as Colletotrichum boninense.

Key words: endophytes, Maytenus, holly spine, antagonism, RAPD
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1. INTRODUGAO

A espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss.) € uma planta da
familia Celastraceae, utilizada na Medicina Popular principalmente no tratamento
de ulcera e outras afec¢des gastricas, devido a producdo de certos compostos
quimicos, como triterpenos e polifendis. Também é conhecida como cancorosa,
cancerosa, espinho de Deus, salva-vidas, entre outras denominagdes,
dependendo da localizagdo geografica. Ocorre principalmente no Sul do Brasil e
em outros paises sulamericanos, como Uruguai, Paraguai, Bolivia, Argentina e
Chile. Em certas tribos indigenas e populagdes rurais do Paraguai e da Bolivia, é
considerada ainda um agente regulador da fertilidade, propriedade atribuida ao
alcaldide maitesina (CORDEIRO; VILEGAS; LANCAS, 1999).

No interior dos vegetais superiores investigados até o momento coabitam
diversos microrganismos, denominados endofiticos, pelo menos durante um
periodo do ciclo de vida da planta, aparentemente sem lhes causar doenca
(PETRINI, 1991). Em plantas medicinais ndo é diferente, podendo ser facilmente
isolados em meios de cultivo simples. Os endoéfitos tém sido descritos como
protetores contra o ataque de outros microrganismos, insetos, e animais
herbivoros, devido a producdo de toxinas. Podem ainda produzir fitormdnios,
enzimas e outros compostos quimicos, oferecendo vantagens a planta hospedeira,
enquanto se desenvolvem em seu interior. No entanto, sob condigdes de estresse,
podem tornar-se patogénicos (AZEVEDO, 1998; AZEVEDO et al., 2000).

Estudos sobre a potencialidade dos microrganismos endofiticos,
principalmente os relacionados a descoberta de novas substancias, mostram-se
relevantes tanto para uso no controle biolégico de doengas e pragas, como para
aplicacdo no setor biotecnolégico ou industria farmacéutica. Os antibidticos sao
um exemplo, considerando a atual escassez na fonte de matéria prima alternativa
para a sua produgao, e o problema do aumento da resisténcia bacteriana as
drogas utilizadas no tratamento de infecgcbes em humanos. Plantas medicinais

apresentando ac¢ao antimicrobiana poderiam ser hospedeiras de enddfitos, que



por sua vez poderiam apresentar tais propriedades, sugerindo que na verdade o
principio ativo antimicrobiano pode ser produzido pelo microrganismo e nao
propriamente pelo vegetal, ou entdo que seus efeitos terapéuticos somente sejam
constatados devido a estreita associagao planta-hospedeiro. Um exemplo é o
taxol, utilizado para o tratamento de cancer, presente tanto na planta medicinal
Taxus brevifolia, como no fungo endofitico Taxomyces andreanae (STIERLE et al.,
1995).

Na literatura encontram-se algumas referéncias de estudos envolvendo
microrganismos endofiticos isolados de plantas medicinais, mas poucas de
espinheira-santa, a qual apresenta alto potencial farmacolégico. Desta forma,
justifica-se o interesse em elucidar aspectos da biologia destes microrganismos,
para compreender melhor a sua relagdo com a planta hospedeira e seu papel na
producao de novos farmacos.

Com a mesma importancia, estudos moleculares tém sido conduzidos,
buscando uma analise mais direta do material genético destes microrganismos tao
peculiares. Uma das técnicas de grande auxilio nas pesquisas genéticas € a
utilizacdo de marcadores moleculares do tipo RAPD (“Random Amplified
Polymorphic DNA”), ou polimorfismo de DNA amplificado ao acaso, baseada na
amplificacdo de fragmentos aleatérios, por meio de PCR. A técnica de RAPD
permite de forma rapida e relativamente barata a avaliagdo da diversidade

genética entre individuos ao nivel de DNA.

Com base no exposto, o presente trabalho objetivou:
a) Isolar bactérias, actinomicetos, leveduras e fungos filamentosos do interior de
tecidos aparentemente sadios de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. (espinheira-
santa);
b) Identificar os principais géneros de microrganismos endofiticos isolados;
c) Verificar a ocorréncia de antagonismo de alguns isolados de cada género
identificado, bem como dos grupos nao identificados, selecionados ao acaso e

ensaiados frente a patdgenos de plantas e de humanos;



d) Testar a atividade antibacteriana de alguns isolados de cada género
identificado, bem como dos grupos nao identificados, selecionados ao acaso e
ensaiados frente a linhagens bacterianas de referéncia;

e) Caracterizar a variabilidade genética de isolados endofiticos de Colletotrichum
sp., por meio de marcadores moleculares RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), considerando o relato na literatura do potencial farmacolégico inerente a
este género.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Microrganismos endofiticos

2.1.1. Consideragoes gerais

O termo enddfito foi mencionado pela primeira vez no inicio do século XIX,
para definir todos aqueles organismos que colonizam tecidos internos de plantas,
mas foi De Bary, em 1866, quem primeiro delineou uma possivel distingao entre
eles e patdgenos de plantas (AZEVEDO, 1998). CARROLL (1986) restringiu o uso
do termo enddfito a organismos que causam infec¢des assintomaticas nos tecidos
internos de plantas, excluindo os fungos patogénicos e mutualistas, tais como
micorrizas. PETRINI (1991) propbs a expanséo da definigdo de Carroll, incluindo
todos os organismos que habitam 6rgaos de plantas que, em algum periodo do
seu ciclo de vida, colonizam tecidos internos da planta, sem causar dano aparente
a seu hospedeiro. De acordo com este autor, estariam sendo considerados
aqueles endofitos que apresentam uma fase epifitica um tanto longa, bem como
patdgenos latentes que podem viver assintomaticamente em seus hospedeiros por
algum tempo em seu ciclo de vida.

Os microrganismos endofiticos foram considerados assintomaticos, ou seja,
sem produzir efeitos benéficos ou prejudiciais aos seus hospedeiros, até o final da
década de 70. Porém, estudos posteriores revelaram propriedades de interesse,
como protegado contra predadores e patdogenos. Atualmente, atribuem-se outras
caracteristicas importantes a estes organismos, como o aumento da resisténcia a
condicbes de estresse, alteracdo em propriedades fisiolégicas, producao de
fitormbnios, toxinas, farmacos (como antibidticos), imunossupressores,
antitumorais, e compostos de interesse biotecnoldgico, como enzimas (AZEVEDO,
1998; AZEVEDO et al., 2000; STAMFORD et al., 2001; STAMFORD et al., 2002;
SUTO et al., 2002; STROBEL, 2003).



Alguns autores sugerem que certos fungos endofiticos produzem
compostos igualmente presentes em suas plantas hospedeiras, como algumas
enzimas (celulases e ligninases) em Xylaria sp., fatores de crescimento como a
giberelina em Fusarium moniliforme, substancias antitumorais como o taxol em
Taxomyces andreanae, entre outros. Tudo parece indicar uma transposicdo de
genes entre plantas e fungos em uma verdadeira engenharia genética in vivo. Se
esses casos forem confirmados, ficara evidente que vegetais e fungos
transgénicos podem ocorrer naturalmente pela transferéncia de genes entre

espécies pertencentes a diferentes reinos (AZEVEDO, 1998).

2.1.2. Isolamento de endoéfitos

Os microrganismos endofiticos podem ser detectados no interior de tecidos
vegetais por meio de microscopia otica (WHITE Jr.; MORGAN-JONES;
MORROW, 1993) ou eletrénica (VIRET; PETRINI, 1994), ou ainda por métodos
sorologicos (SINCLAIR, 1991). A infeccdo da-se por meio de fissuras e a
colonizacdo ocorre nos espacos intercelulares, abaixo das camadas de células
epidermais, dificlmente sendo observada penetracdo nas células em condicdes
naturais (STROBEL, 2003).

O processo de isolamento de enddfitos envolve cuidados especiais para
que sejam excluidos os microrganismos que vivem na superficie do hospedeiro,
os epifitos. A desinfestacdo da superficie das folhas, caules e outros érgaos
vegetais € uma etapa fundamental para o adequado isolamento destes
microrganismos. Os tempos de tratamento e a concentracdo do agente
desinfetante podem variar de acordo com a textura do material a ser utilizado,
razao pela qual devem ser feitos testes preliminares para a adequagao da
metodologia de isolamento, para que apenas 0os microrganismos epifiticos, mas
nao os endofiticos sejam eliminados (BLANCO, 1999).

Os meios de cultura devem ser apropriados, de acordo com o grupo de
enddfitos que se deseja isolar, podendo ser acrescentadas substancias seletivas,

como antibidticos, que inibem o crescimento de bactérias, ou fungicidas, que



restringem o crescimento de fungos. Também podem ser utilizados meios
especificos que permitem o crescimento de apenas um determinado tipo de
microrganismo que se deseja isolar em particular. E o caso do meio seletivo para
o isolamento de actinomicetos (meio AC), de KUSTER e WILLIAMS (1964),
empregado no presente trabalho com o objetivo especifico de isolar este grupo de
microrganismos, por serem citados com frequéncia na literatura como produtores
de compostos bioativos. Outras variaveis igualmente importantes devem ser
levadas em consideragdo, como a idade da planta e dos 6rgaos utilizados, o local
€ a época da coleta, a temperatura de incubagao das placas para o isolamento,
além da recorréncia do isolado, revelando o seu verdadeiro estado endofitico
(PETRINI, 1991; AZEVEDO, 1998).

2.1.3. Ocorréncia de endofitos

Provavelmente todas as plantas apresentam em seu interior
microrganismos endofiticos, até mesmo diversas espécies em um Uunico
hospedeiro. Algumas sdo mais freqlientes em determinado tipo de vegetal,
designadas dominantes, em contraposicdo a outras mais raras, chamadas de
secundarias. Em alguns casos, constata-se uma especificidade enddfito-
hospedeiro, em que poucas espécies de fungos sdo encontradas, enquanto na
maioria dos casos, como em Stylosanthes e Musa, uma variedade enorme de
géneros e espécies € observada (PEREIRA; AZEVEDO; PETRINI, 1993;
GLIENKE, 1995; AZEVEDO, 1998).

A ocorréncia de enddfitos varia bastante de acordo com o clima da regiao
onde foi realizado o isolamento. A maioria dos estudos descreve a microbiota de
vegetais isolados de regides de clima temperado, que se revela bastante diversa
das espécies encontradas em regides tropicais, tanto em termos quantitativos
quanto qualitativos (RODRIGUES; PETRINI, 1997).

Os principais ou mais frequentes grupos, géneros e espécies de
microrganismos endofiticos tém sido descritos em varios trabalhos nos ultimos dez

anos, alguns deles apresentando extensas revisdes sobre o assunto, nos mais



diversos aspectos. Os fungos predominam em numero de trabalhos na literatura
cientifica, seguidos de bactérias e actinomicetos, ndo por isso menos importantes
(PETRINI, 1991; FISHER; PETRINI; LAPPIN SCOTT, 1992; CHANWAY, 1996;
HALLMANN et a.l, 1997; RODRIGUES; PETRINI, 1997; AZEVEDO, 1998;
OKANE; NAKAGIRI; ITO, 1998; AZEVEDO et al., 2000; STROBEL, 2002;
STROBEL, 2003).

O género Colletotrichum tem sido frequentemente isolado como enddfito em
uma variedade enorme de plantas.

ARAUJO et al. (2001) observaram maior abundancia de Colletotrichum
gloeosporioides, Guignardia citricarpa e Cladosporium sp. entre os isolados
endofiticos de folhas e porta-enxertos de Citrus.

BUSSABAN et al. (2001) isolaram fungos endofiticos de folhas,
pseudocaules e rizomas de gengibre (Amomum siamense Criab.), coletados em
dois locais na Tailandia. Colletotrichum gloeosporioides, Glomerella spp., Xylaria
spp. € Phomopsis spp. foram os endéfitos dominantes.

CAMATTI-SARTORI et al. (2005) isolaram fungos endofiticos de folhas,
flores e frutos de macieiras (Malus domestica) no sul do Brasil, de trés sistemas de
cultivo diferentes, convencional, integrado e organico, durante dois ciclos
vegetativos. O cultivo organico proporcionou um maior numero de isolados quando
comparado ao integrado e convencional, e os géneros mais frequentes foram
Colletotrichum, Xylaria e Botryosphaeria, entre os fungos filamentosos, e
Sporobolomyces, Rhodotorula, Debaryomyces e Cryptococcus, entre as
leveduras.

PHOTITA et al. (2005) coletaram 34 isolados de Colletotrichum spp. de
banana, gengibre, soja, manga, Euphatorium thymifolia e Draceana sanderiana,
identificados e agrupados de acordo com a morfologia da colénia, tamanho e
formato de apressérios e conidios, bem como analise molecular baseada em
sequéncias ITS de rDNA.

RUBINI et al. (2005) isolaram a comunidade de fungos endofiticos de
plantas de cacau (Theobroma cacao L.) resistentes e suscetiveis ao agente causal

da vassoura da bruxa, o basidiomiceto Crinipellis perniciosa. Os endéfitos foram



identificados por caracteristicas morfolégicas e sequenciamento de rDNA como
pertencentes aos géneros Acremonium, Blastomyces, Botryosphaeria,
Cladosporium, Colletotrichum, Cordyceps, Diaporthe, Fusarium, Geotrichum,
Gibberella, Gliocladium, Lasiodiplodia, Monilochoetes, Nectria, Pestalotiopsis,
Phomopsis, Pleurotus, Pseudofusarium, Rhizopycnis,  Syncephalastrum,
Trichoderma, Verticilllum e Xylaria. Os autores identificaram ainda alguns
enddfitos potencialmente antagonistas, destacando-se Gliocladium catenulatum,
que reduziu em 70% a incidéncia da vassoura da bruxa in vivo em plantulas de
cacaueiro.

SANTAMARIA e BAYMAN (2005) compararam comunidades de fungos
epifiticos e endofiticos associadas com folhas de café (Coffea arabica) em Porto
Rico. Foram isolados 821 microrganismos agrupados em 131 morfoespécies.
Pestalotia e Botryosphaeria foram os géneros mais comuns entre os epifiticos,
enquanto Colletotrichum, Xylaria, e Guignardia foram isolados com maior
frequéncia entre os endofitos. Guignardia nao foi isolado como epifitico, apenas
como endéfito. Os autores observaram que fragmentos de folha com
Colletotrichum s&o menos provaveis de conter Xylaria e Guignardia do que 0s sem
Colletotrichum, sugerindo a possibilidade de competigdo ou antagonismo entre os
enddfitos, ou seja, Xylaria pode estar restringindo o crescimento de Colletotrichum,

importante patdgeno de muitas plantas.

2.1.4. Endéfitos isolados de plantas medicinais

Os microrganismos endofiticos também s&o encontrados em muitas
especies de plantas medicinais.

Em 1995, STIERLE et al. relataram a presenca do fungo Taxomyces
andreanae, endofito produtor de taxol e outros taxanos, que vive no interior da
planta medicinal Taxus brevifolia, utilizada para o tratamento de cancer.

LU et al. (2000) caracterizaram trés novos metabdlitos antimicrobianos de

uma cultura do fungo Colletotrichum sp., enddfito isolado da planta medicinal



Artemisia annua L. (Asteraceae), produtora de artemisinina, droga antimalarica
muito utilizada na China.

RODRIGUES, HESSE e WERNER (2000) isolaram os fungos endofiticos
Guignardia sp., Phomopsis sp. e Pestalotiopsis guepinii da planta medicinal
Spondias mombin L. (Anacardiaceae). CORRADO e RODRIGUES (2004) isolaram
o fungo Phomopsis sp. de peciolos da mesma planta e de folhas de outra planta
medicinal, a Aspidosperma tomentosum.

WANG et al. (2000) isolaram o fungo endofitico Tubercularia sp., linhagem
TF5, da planta medicinal Taxus marei, coletada na provincia de Fujian, sudeste da
China. Os autores estudaram a atividade anticancerigena do taxol, um diterpeno
produzido pela linhagem TF5, que interfere no processo de divisao celular,
prevenindo a despolimerizagcdo da tubulina. Os resultados mostraram uma alta
citotoxicidade in vitro diante de linhagens celulares cancerosas KB (carcinoma
humano de epiderme) e P388 (leucemia em ratos). Por meio de técnicas de
imunofluorescéncia e microscopia eletrdnica, observaram resultados similares
sobre 0 mecanismo de acdo do taxol auténtico (extraido da planta Taxus sp.),
comparando-se com o taxol produzido pelo enddfito, como aumento da
estabilidade dos microtubulos e indu¢éo da polimerizagao da tubulina.

ZOU et al. (2000) isolaram um fungo endofitico da planta Artemisia
mongolica (Fisch. ex Bess.), da familia Asteraceae, identificado como
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., que produziu uma
substancia antimicrobiana chamada acido coletétrico.

MAGALHAES (2001) isolou endéfitos de folhas e segmentos nodais de
Himatanthus sucuuba Spruce (wood), espécie medicinal nativa da Regiao
Amazobnica pertencente a familia Apocynaceae, cujo latex é utilizado como agente
antitumoral, antiinflamatério, antifungico, vermifugo e antianémico. Foram
encontrados e identificados os seguintes géneros: Colletotrichum, Guignardia,
Phomopsis, Glomerella, Pestalotia e Xylaria. O género Guignardia foi escolhido
para o estudo da variabilidade genética, por se tratar de um endéfito frequente em
hospedeiros tropicais e potencialmente util na triagem de microrganismos

produtores de metabdlitos secundarios de interesse biotecnoldgico. Um total de 50
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isolados de Guignardia sp. foram utilizados sendo 30 isolados de H. sucuuba
pertencentes a area da Reserva Florestal do Campus Universitario, 10 da Reserva
Florestal Adolpho Ducke e 10 pertencentes a outros hospedeiros (Copaifera
multijuga Hayne, Paullinia cupana var. sorbilis e Palicorea marcgravii St. Hill).
Utilizando-se 12 primers foram obtidos 137 marcadores polimoficos. Uma analise
de agrupamento por UPGMA utilizando o coeficiente de Jaccard e o programa
NTSYS revelou agrupamentos por localizagdo geografica. A analise de bootstrap
evidenciou a existéncia de populagdes bastante homogéneas nas areas da
Reserva do Campus Universitario e da Reserva Ducke, com excec¢ao dos isolados
C103, C106, D01, COP 03 e PM 02 que apresentaram maior distancia genética
em relagcdo aos demais. Por meio da AMOVA (analise da variancia molecular) os
autores constataram que mais de 80% da variabilidade genética estava contida
dentro das populagoes.

SHRESTHA et al. (2001) constataram a produgdo de paclitaxel pelos
fungos endofiticos Sporormia minima e Trichothecium sp., isolados da planta
medicinal Taxus wallichiana, da regiao do Nepal, india.

GAO et al. (2005) avaliaram uma comunidade de fungos endofiticos de
Heterosmilax japonica Kunth., planta medicinal reconhecida na China por seus
efeitos diuréticos, por meio de analises moleculares de RFLP e ITS de rDNA. Os
autores observaram uma grande variedade de fungos colonizando o interior das
plantas, entre eles Mycosphaerella, Phomopsis, Aureobasidium, Cladosporium,
Glomerella, Botryosphaeria e Guignardia. Os autores verificaram maior
abundancia de populagcdes endofiticas em amostras coletadas na primavera do
que no verao, constatando uma flutuacdo sazonal para os endofitos de H.

Japonica.

2.1.5. Endéfitos produtores de substancias antimicrobianas

PELAEZ et al. (1998) isolaram 152 espécies de fungos endofiticos de nove
especies de plantas, incluindo medicinais, provenientes de regides de solo salino e

calcareo da Espanha. Foram investigadas 187 linhagens de 136 espécies
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diferentes de fungos quanto a produg¢ao de antimicrobianos, frente a bactérias e
leveduras, algumas de interesse clinico. Do total de 187, 45 (24%) linhagens,
pertencendo a 37 (27%) espécies diferentes, revelaram-se produtoras de
compostos antimicrobianos, mais frequentemente antibacterianos (84,4%). Os
autores detectaram grandes diferengas na capacidade de produzir metabdlitos
com atividade antimicrobiana entre os isolados, inclusive dentro da mesma
espécie de fungo.

ARAUJO, SILVA e AZEVEDO (2000) obtiveram 53 endéfitos do grupo dos
actinomicetos a partir de folhas (31 isolados) e raizes (22 isolados) de milho. Os
autores testaram a atividade antimicrobiana dos isolados contra Staphylococcus
aureus, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis e Candida albicans, e constataram
inibicao frente a todos os microrganismos ensaiados, com excecgao de C. albicans,
que foi inibida apenas pelos isolados de Streptomyces sp.

BRADY e CLARDY (2000), na Costa Rica, isolaram fungos endofiticos e
testaram sua atividade antifungica. Um novo agente antimicético, CR377, foi
isolado do enddfito Fusarium sp., mostrando potente atividade contra Candida
albicans neste estudo.

LU et al. (2000) constataram atividade de trés novos metabdlitos produzidos
pelo fungo Colletotrichum sp., isolado da planta medicinal Artemisia annua L.
(Asteraceae), contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Sarcina lutea e
Pseudomonas sp., atividade antifungica contra Candida albicans e Aspergillus
niger, e inibicdo de crescimento de fungos patogénicos como Gaeumannomyces
graminis var. tritici, Rhizoctonia cerealis, Helminthosporium sativum e
Phytophthora capisici.

A mesma planta foi alvo de estudo por LIU et al. (2001), da qual foram
isoladas 39 linhagens endofiticas, e testada a atividade antifungica contra
fitopatégenos de trigo, como Gaeumannomyces graminis var. tritici, Rhizoctonia
cerealis, Helminthosporium sativum, Fusarium graminearum, Gerlachia nivalis e
Phytophthora capisici. Dos 39 enddfitos investigados, 21 inibiram o crescimento de

todos ou alguns dos microrganismos testados, mostrando a relevancia das
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pesquisas sobre o desenvolvimento de novos fungicidas para o combate a
fitopatdgenos.

RODRIGUES, HESSE e WERNER (2000) pesquisaram a presenga de
compostos bioativos produzidos por fungos endofiticos isolados da planta
medicinal Spondias mombin L. (Anacardiaceae). Extratos dos fungos isolados
Guignardia sp., Phomopsis sp. e Pestalotiopsis guepinii foram testados frente a
quatorze microrganismos, incluindo actinomicetos, bactérias Gram negativas e
Gram positivas, leveduras e fungos filamentosos. Todos os fungos inibiram o
crescimento de actinomicetos. Guignardia sp. apresentou ainda atividade contra
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Saccharomyces cerevisiae, Geotrichum
sp. e Penicillium canadensis. P. guepinii inibiu o crescimento de S. cerevisae,
enquanto linhagens de Phomopsis sp. mostraram um pronunciado efeito
antifiUngico contra Cladosporium elatum, Mycotypha sp. e S. cerevisae.

Em 2001, RODRIGUES-HEERKLOTZ et al. elucidaram a estrutura quimica
e a sintese assimétrica de um novo metabdlito, o acido guignardico, produzido
pelo fungo Guignardia sp., isolado e estudado por RODRIGUES, HESSE e
WERNER (2000).

SCRUGLI et al. (2000), na ltalia, isolaram fungos endofiticos de raizes de
varias espécies de orquideas, dos géneros Barlia, Epipactis, Limodorum, Neottia,
Ophrys e Orchis. Testaram a acao antibidtica dos isolados contra algumas
linhagens de referéncia, como Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Candida albicans, Candida tropicalis e Cryptococcus neoformans,
notando que no Meio BDA (Agar de Batata e Dextrose) os resultados foram
melhor evidenciados do que no Meio Mueller Hinton. Algumas espécies do género
Barlia mostraram amplo espectro de acgédo antimicrobiana, enquanto em
Limodorum as espécies testadas apresentaram atividade bastante especifica,
contra apenas um tipo de bactéria ou fungo.

SHIMIZU et al. (2000) estudaram actinomicetos isolados de Rhododendron,
e concluiram que estes microrganismos podem ser agentes potenciais de controle
bioldgico contra fungos patogénicos desta planta. Uma linhagem de Streptomyces

sp., denominada de R-5, apresentou atividade contra bactérias Gram positivas,
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leveduras e dois fungos patogénicos, Phytophthora cinnamomi e Pestalotiopsis
sydowiana, mostrando ser promissora candidata para o controle de doengas que
afetam a planta Rhododendron.

O acido coletotrico, produzido pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.) Penz. & Sacc., isolado da planta medicinal Artemisia mongolica, mostrou
inibicdo do crescimento de Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Sarcina lutea
com concentragdes minimas inibitérias (MICs) de 25, 50 e 50 pg/mL,
respectivamente. Também apresentou atividade antifungica contra o patégeno
Helminthosporium sativum, a 50 ug/mL (MIC) (ZOU et al., 2000).

HUANG et al. (2001) testaram atividades antitumoral e antifungica de
fungos endofiticos isolados das plantas medicinais Taxus mairei, Cephalataxus
fortunei e Torreya grandis coletadas na China. Demonstraram que 52,3% das
amostras inibiram o crescimento de outros fungos, como Neurospora sp.,
Trichoderma sp. e Fusarium sp. Entre todos os endéfitos isolados, o género
Paecilomyces sp. apresentou a maior atividade antitumoral e antifungica. Segundo
os autores, os resultados confirmaram o indicativo de que os fungos endofiticos
isolados de plantas medicinais podem ser uma fonte promissora de agentes
bioativos antitumorais e antifungicos.

LI e STROBEL (2001) purificaram duas ciclohexenonas, a jesterona e a
hidroxil-jesterona, produzidas pelo fungo endofitico Pestalotiopsis jesteri, isolado
da planta Fragraea bodenii (Gentianaceae), das quais a primeira apresentou
consideravel atividade antifungica contra o patdégeno Pythium ultimum. Outra
espécie de Pestalotiopsis, o P. microspora, isolado endofiticamente da planta
Terminalia morobensis (Combretaceae), foi alvo de estudo de STROBEL et al.
(2002), no qual isolaram e caracterizaram uma isopestacina (isobenzofuranona),
que se mostrou ativa contra Pythium ultimum, Sclerotinia sclerotiorum e
Rhizoctonia solani, entre outros. Adicionalmente, a isopestacina apresentou
atividade antioxidante contra uma variedade de radicais livres testados.

SOUZA (2001) obteve 571 isolados de fungos e 74 de bactérias de plantas
téxicas da Amazonia, Palicourea longiflora, cujo género € responsavel por 90%

das mortes de gado na Regido, e Strychnos cogens, cujo género é utilizado pelos
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indigenas na confecgao de "curares". Os fungos isolados de P. longiflora foram:
Colletotrichum sp., Guignardia sp., Aspergillus niger, Glomerella sp., Phomopsis
sp. e Xylaria sp., e bactérias endofiticas da espécie Burkoderia gladioli. Em S.
cogens foram identificados os fungos: Colletotrichum sp., Guignardia sp.,
Aspergillus niger e Trichoderma sp. Uma amostra de 79 isolados fungicos teve
seus metabdlitos extracelulares bioensaiados contra microrganismos patogénicos
e fitopatogénicos. Destes, 19 inibiram, pelo menos, um testador. Dentre os oito
com melhores resultados de inibicdo, as moéleculas bioativas eram menores que
12.000 daltons, fato verificado pela dialise dos metabdlitos. Uma linhagem
identificada como Aspergillus niger foi escolhida para melhoramento genético com
luz UV. Dentre os irradiados foram selecionadas 50 linhagens para comparagao
com a selvagem nos bioensaios. Seis linhagens irradiadas foram comprovadas por
avaliagao estatistica como melhores que o parental. Outros 25 isolados foram
avaliados quimicamente e produziram esterdides, entre outras substancias.
CASTILLO et al. (2002) isolaram e caracterizaram um novo antibiético de
largo espectro, a munumbicina, produzida por uma linhagem endofitica,
denominada Streptomyces NRRL 30562, isolada da planta medicinal Kennedia
nigriscans, nativa do Norte da Australia. O extrato do enddfito, obtido com solvente
organico, foi purificado e submetido a HPLC. Os quatro componentes principais
resultantes foram denominados munumbicinas A, B, C e D. Nos ensaios contra
alguns microrganismos patogénicos humanos, estes compostos demonstraram,
em geral, atividade contra bactérias Gram positivas, como Bacillus anthracis e
Mycobacterium  tuberculosis  multi-resistente. A munumbicina B inibiu
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) com MIC de apenas 2,5
Mg/mL, enquanto a munumbicina D apresentou atividade contra o parasita da
malaria Plasmodium falciparum. O extrato da linhagem de Streptomyces foi
testado ainda contra varios patdogenos de plantas, apresentando atividade contra
Pythium ultimum, Phytophthora infestans, Sclerotinia sclerotiorum, Erwinia
carotovora, Cochliobolus carbonum e Penicillium sp., mostrando o grande

potencial destas novas substéncias para a medicina e agricultura.
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HARPER et al. (2003) caracterizaram um composto denominado de
pestacina (1, 3 — dihidro — isobenzofurano), produzido pelo fungo endofitico
Pestalotiopsis microspora, com propriedade antifungica e antioxidante.

STINSON et al. (2003) isolaram o fungo Gliocladium sp da planta Eucryphia
cordifolia, na Patagénia. Este fungo produziu uma mistura de compostos organicos
volateis, letal para os fungos fitopatogénicos Pythium ultimum e Verticillum
dahliae. A descoberta de tais compostos mostra-se relevante para o uso na
agricultura (micofumigagao), bem como no tratamento de micoses em humanos
(STROBEL, 2003). Da mesma forma, o endofito Muscudor albus, isolado da planta
Cinnamomum zeylanicum (canela), foi descrito recentemente como produtor de
antimicrobianos volateis, que inibem o crescimento de bactérias e outros fungos
(EZRA; STROBEL, 2003).

CORRADO e RODRIGUES (2004) observaram atividade antimicrobiana de
13 linhagens do fungo Phomopsis sp., isoladas endofiticamente de folhas da
planta medicinal Aspidosperma tomentosum e de peciolos da planta medicinal
Spondias mombin. Do total, trés extratos foram capazes de inibir todas as
linhagens testadas, entre bactérias, leveduras e fungos filamentosos, mostrando o

grande potencial deste fungo como fonte de produtos bioativos.

2.2. Antagonismo entre microrganismos

A selecao de microrganismos antagonicos pode ser realizada in vitro ou in
vivo. A grande maioria dos trabalhos publicados abrange uma selegao inicial
ensaiada em laboratério, para posteriormente testar in vivo, no campo ou em casa
de vegetagao, sob condigdes controladas (MARIANO, 1993). Os métodos de
selecao in vitro disponiveis podem ser qualitativos e quantitativos. Em geral, os
qualitativos sao realizados simultaneamente ao isolamento dos antagonistas, com
a finalidade de abreviar o processo de selegcao. A partir de amostras de solo
supressivo ou de 6rgaos vegetais sadios, utilizam-se suspensdes em solugao

tampao ou agua esterilizada, diluidas em série ou concentradas por centrifugagao.
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A partir destas metodologias, os antagonistas séo pré-selecionados para ensaios
quantitativos. Para a sele¢cao de biocontroladores, os métodos qualitativos sao
menos frequentemente utilizados que os quantitativos. Entre os quantitativos,
estdo os métodos do agar em placa, do agar em lamina e do meio liquido, sendo
preferencialmente usados os de agar em placa. Dependendo dos objetivos do
estudo, pode-se optar pelos métodos da cultura pareada, do papel celofane, da
placa sobreposta, da camada dupla ou do liquido metabdlico. O método da cultura
pareada, também conhecido como pareamento, € o mais comumente utilizado em
estudos de antagonismo in vitro. Consiste em diversas formas de plaqueamento
de antagonista e fitopatégeno em placas de Petri contendo meios de cultura
adequado ao crescimento de ambos os microrganismos. Em se tratando de dois
fungos, deve-se observar a taxa de crescimento, a fim de que ocorra igualdade de
condicbes competitivas. Outros fatores que podem influenciar sdo o tipo e a
espessura do meio de cultura, bem como a temperatura de incubagao.

De acordo com MARIANO (1993), existem varias formas de pareamento,
algumas sendo descritas a seguir:
a) Discos de agar

Consiste na deposicao em um ou mais pontos da placa de Petri, de um
cilindro de agar contendo as estruturas do provavel antagonista e do patoégeno.
Decorrido o periodo de incubacdo, observa-se e mensura-se 0 crescimento
micelial do patégeno, bem como os diferentes tipos de interagao (sobreposigao de
micélio, lise, vacuolacao de hifas, formacao de clamidosporos). O cilindro de agar
pode ser substituido por uma col6nia bacteriana repicada com alga de platina.
Alternativamente, o patégeno pode ser inoculado em meio fundido ou semeado
em meio soélido por espalhamento de uma suspensao de esporos ou de células
bacterianas, seguindo-se a deposi¢cao dos cilindros de agar com os antagonistas
(ICHIKAWA et al., 1971). Uma outra possibilidade é utilizar um vazador de rolha
para obter um orificio no agar, selando com meio agar-agua e preenchendo com
suspensao de células bacterianas (KAWAMOTO e LORBEER, 1976).
b) Discos de papel de filtro
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Consiste na deposicdo de um ou mais, em geral trés discos de papel de
filtro imersos na suspensao do antagonista, sobre uma camada de agar contendo
o patoégeno. O disco também podera ser umedecido depois de colocado em placa.
c) Riscas

Consiste em executar riscas com alca de platina, sobre a superficie de meio
de cultura em placa de Petri, de bactérias ou leveduras a serem testadas contra
um patégeno, que pode ser fungo ou bactéria. Estas riscas podem ser efetuadas
em varias disposi¢des, tais como: uma no centro da placa, duas em sentidos
opostos, uma risca com varias perpendiculares, quatro riscas nas extremidades da
placa, entre outras. Pode-se também usar um bastdo de vidro para inocular a
bactéria nos bordos do meio de cultura, ou um funil com diametro menor que a
placa. Segue-se a deposicao do patdgeno, geralmente fungo, sob forma de
cilindro de agar contendo crescimento micelial, em diferentes locais da placa,
dependendo da posi¢cao dos antagonistas.

d) Pulverizagao

Consiste na deposigdo prévia do antagonista, utilizando-se cilindros de
agar, suspensao com bactéria, discos de papel de filtro ou riscas, seguindo-se a
pulverizacdo com suspensao do patdgeno.

Dentre os métodos de pareamento comentados, os mais utilizados na
interagdo antagonista-fitopatdégeno do tipo fungo-fungo séo os de cilindro de agar
contendo estruturas, enquanto que para bactéria-fungo ou levedura-fungo séo
utilizados os de riscas com cilindros de agar. Neste ultimo caso, énfase é dada a
técnica da risca central e dois cilindros laterais pela simplicidade, eficiéncia e
melhor visualizacdo do fenbmeno para leitura, permitindo duas medicbes por
placa.

O método do papel celofane, também chamado de método para deteccao
de metabdlitos nado volateis (GIBBS, 1967), consiste na transferéncia de um
cilindro de crescimento fungico ou crescimento bacteriano para o centro de placas
de Petri contendo meio de cultura apropriado, sobre papel celofane lavado e
esterilizado. Apds incubacéo e crescimento suficiente do microrganismo, efetua-se

a retirada do papel celofane com o crescimento aderente e transfere-se para o
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centro da placa um cilindro de agar com crescimento fungico. Como testemunha,
observar o cultivo do patdogeno apos a retirada do papel celofane, sem
crescimento do antagonista. Quando a testemunha atingir a extremidade da placa,
mede-se o crescimento micelial e calcula-se a porcentagem de inibigdo. O método
do papel celofane tem o objetivo especifico de detectar a produgcédo de metabdlitos
extracelulares ndo volateis, devendo ser utilizado para a verificagdo do provavel
mecanismo de acao e nao para a selecao de antagonistas.

O método da placa sobreposta, também chamado de método para detecgao
de metabdlitos volateis (DICK e HUTCHINSON, 1966), consiste no cultivo do
antagonista em meio de cultura adequado em placa de Petri. Apds um periodo de
tempo, substitui-se a tampa da placa por um circulo de papel celofane,
sobrepondo-se outra placa contendo o patégeno, e unindo as duas placas com fita
adesiva. A avaliacdo devera ser realizada comparando-se o crescimento dos
patégenos em contato com os gases produzidos pelos antagonistas, com aquele
da testemunha ao atingir a extremidade da placa.

O método da camada dupla é utilizado exclusivamente para a detecgao de
bacteriocinas (VIDAVER et al., 1972), consistindo em verter um meio de cultura
adequado ao crescimento do isolado produtor da toxina, o qual é depositado em
pontos equidistantes sobre 0 meio, sendo incubados por 48 horas. A bactéria é
inativada pela agao de vapores de cloroférmio, por tempo que varia de cinco a
vinte minutos, sobrepondo-se uma camada de agar-agua contendo a suspensao
da bactéria fitopatogénica a ser controlada. Apds esfriamento, incuba-se a
temperatura ambiente por 24 a 48 horas, quando poderdo ser observados e
mensurados os halos de inibi¢ao.

O método do liquido metabdlico, também conhecido como método do
fitrado ou para deteccdo de antibibticos, consiste no cultivo do antagonista em
meio de cultura liquido, com ou sem agita¢ao, durante um determinado periodo de
tempo, apds o qual se faz a filtragdo do crescimento, com ou sem esterilizagéo, ou
ainda autoclavagem. Adicionam-se a um meio sdlido, fundido e esfriado a 45°C,
fracbes conhecidas do liquido metabdlico. Apds o esfriamento, coloca-se o

patégeno com cilindros de agar contendo micélio do fungo ou com discos de papel
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de filtro imersos em cultura bacteriana. Avalia-se o crescimento do patdégeno
comparando-se ao da testemunha constituida de meio de cultura sem o liquido
metabdlico. Uma variagdo consiste na realizagdo de orificios em meio de cultura
sélido, contendo o patdégeno, selando-se a base da cavidade com uma fina
camada de agar-agua. Coloca-se entdo o liquido metabdlico do antagonista e,
apos incubagéao, observa-se o halo de inibigado (KAWAMOTO e LORBEER, 1976).

O método do agar em lamina é considerado uma versdo microscopica do
ensaio em placa de Petri (ANDREWS, 1992), com a vantagem de que os
resultados sdo obtidos com maior rapidez e podem ser visualizadas as interacdes
em nivel ultra-estrutural. Consiste na deposi¢ao de fina camada (0,1 mm) de meio
de cultura solido sobre laminas limpas e flambadas. Estas, ainda quentes, sao
imersas em agar-agua a 2%. O agar de uma das faces é retirado com papel de
filtro esterilizado. Armazena-se em placas de Petri de 14 cm, sobre bastbes de
vidro em forma de “U”, para secagem por um dia, quando entdo se realiza o
pareamento entre patdgeno e antagonista. A incubagéo deve ser feita em placa de
Petri com papel de filtro umedecido, envolvida em saco plastico, em condi¢des de
luminosidade adequadas (FOKKEMA, 1984). Outra versdo seria a mistura do
liquido metabdlico no meio de cultura a ser depositado nas laminas, colocando-se
sobre estes cilindros de micélio do patégeno. A acao fungistatica sera notada pela
inibicdo do crescimento micelial, enquanto a agéo fungicida sera evidenciada pela
auséncia de crescimento do patdégeno, quando repicado para meio de cultura
adequado.

O método do meio liquido consiste em colocar ambos os microrganismos,
incubando-se, por tempo adequado, com ou sem agitacdo. E recomendado para a
interagcdo bactéria antagonista contra fungo patogénico, sendo a avaliagao
realizada por meio de filtragcado em tecido de nylon esterilizado, secagem em estufa
a 60°C por 24 horas e pesagem do micélio seco. Pode-se ainda avaliar o
parametro esporulagdo, bem como o tipo de agao antagonista. Uma variante deste
método € o uso de laminas escavadas ou placas de Petri divididas, nas quais se
colocam suspensodes, aquosas ou em meio de cultura liquido, contendo células ou

conidios de ambos os microrganismos, incubando-se a temperatura adequada por
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72 horas e avaliando-se a inibicdo da germinagdo com o auxilio do microscopio
(CALLAN et al., 1990).

A bactéria Enterobacter cloacae isolada endofiticamente (ARAUJO et al.,
2002) de algumas plantas apresentou atividade antagonista contra Fusarium
moniliforme (HINTON; BACON, 1995).

A fim de estudar o efeito de microambientes em bactérias associadas a
cultura da batata, KRECHEL et al. (2002) analisaram a abundancia e diversidade
de bactérias isoladas da rizosfera, filosfera, endorriza e endosfera das areas de
plantio de batata, por meio de analise de RFLP de rDNA 16S. As populacdes dos
microambientes ectofiticos (filosfera e rizosfera) se mostraram mais abundantes
do que as dos microambientes endofiticos (endosfera e endorriza). As analises
dos padroes moleculares obtidos revelaram uma alta heterogeneidade na
composicao das populagdes e sugeriram a existéncia de comunidades especificas
para cada microambiente. O potencial antagonista de 440 isolados de bactérias foi
avaliado in vitro frente aos patégenos Verticillium dahliae and Rhizoctonia solani. A
propor¢gao de antagonistas foi mais alta para os isolados da rizosfera (10%),
seguidos da endorriza (9%), filosfera (6%) e endosfera (5%). Todos os 33
antagonistas foram caracterizados quanto as atividades glucanolitica, quitinolitica,
pectinolitica, celulolitica e proteolitica. Foram ainda testados para o controle
biolégico de Meloidogyne incognita. Ao todo, nove isolados pertencentes a
espécies de Pseudomonas e Streptomyces mostraram-se controladores tanto de
V. dahlie e R. solani, como M. incognita, sendo portanto considerados como
agentes promissores de controle bioldgico.

SESSITSCH, REITER e BERG (2004) testaram os mesmos isolados de
bactérias contra outros patdégenos, como os fungos Sclerotinia sclerotiorum e
Phytophthora cactorum, e as bactérias Erwinia carotovora, Streptomyces scabies
e Xanthomonas campestris. Ao todo, sete enddéfitos apresentaram antagonismo
contra estes patdgenos, sendo considerados também como potenciais
controladores biolégicos. Em 2005, os mesmos autores testaram um maior

numero de bactérias quanto ao antagonismo, contra os mesmos patoégenos, e
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constataram como mais efetiva a linhagem Serratia plymuthica 3Re4-18, isolada
de endorriza (BERG et al., 2005).

Em 2004, COOMBS e colaboradores avaliaram a atividade antagonista in
vitro e in vivo de 38 linhagens de Actinobacteria isoladas endofiticamente de
cereais frente a fungos patogénicos de trigo, observando que 64% delas
apresentaram atividade antifungica in vitro e 17 delas in vivo contra os patégenos
Gaeumannomyces graminis var. tritici, Rhizoctonia solani e Pythium spp. Os
autores destacam a importancia destes microrganismos como agentes de controle
biolégico no campo, devido a sua capacidade de colonizar os tecidos internos da
planta, contrariamente aos demais agentes testados.

PAUL (2004), estudando o controle biolégico de microrganismos contra
Botrytis cinerea, patégeno da cultura da uva, encontrou antagonismo pronunciado
de um isolado de fungo do género Pythium, possivelmente se tratando de uma
espécie nova, denominada P. citrinum, semelhante a P. montanum, recentemente
descrita como intermediaria entre os géneros Pythium e Phytophthora.

CAO et al. (2005) isolaram 131 actinomicetos de raizes de banana e
constataram inibicdo de crescimento por cerca de 20% dos isolados contra o
patégeno Fusarium oxysporum f. sp. cubense, destacando-se a linhagem S96 de
Streptomyces sp., que obteve resultados promissores em ensaios de controle
bioldgico in vivo.

TAECHOWISAN et al. (2005) observaram antagonismo da linhagem
Streptomyces aureofaciens CMUAc130, isolada de raizes de Zingiber officinale
Rosc. (Zingiberaceae), contra Colletotrichum musae and Fusarium oxysporum,
patégenos de banana e trigo, respectivamente. A antibiose foi demonstrada in vitro
por zona de inibigdo de crescimento do fungo. O filtrado da cultura e o extrato
bruto desta linhagem apresentaram inibicdo para os fungos fitopatogénicos
testados. Os ingredientes ativos principais do filtrado da cultura de S. aureofaciens
CMUACc130 foram purificados por cromotografia em coluna de silica gel e
identificados como (i) 5,7-dimetoxi-4-p-metoxilfenilcumarina e (ii) 5,7-dimetoxi-4-

fenilcumarina por NMR e dados de espectrometria de massa, respectivamente.
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Estudos de bioensaio mostraram que os compostos (i) e (ii) apresentaram
atividade antifungica, com MICs de 120 e 150 pg/mL, respectivamente.
WICKLOW et al. (2005) isolaram um enddfito de milho, o fungo
Acremonium zeae, e observaram antagonismo contra Fusarium verticillioides. O
extrato organico deste fungo endofitico revelou a presenca de metabdlitos
recentemente caracterizados, denominados pirrocidinas A e B. A pirrocidina A
exibiu forte atividade contra a maioria das bactérias Gram positivas e a levedura
Candida albicans. Com relagao aos ensaios em placas com meio BDA, dois entre
treze isolados de A. zeae (NRRL 6415 e NRRL 34556) inibiram o crescimento dos

fungos A. flavus e F. verticillioides.

2.3. Espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss.)

2.3.1. Aspectos botanicos, ecolégicos e distribuicao geografica

A espécie Maytenus licifolia Mart. ex Reiss. pertence a classe
Magnoliopsida, ordem Celastrales e familia Celastraceae, a qual compreende 50
géneros e cerca de 800 espécies (CRONQUIST, 1981). Popularmente pode ser
denominada de espinheira-santa (PR, RS), cancorosa (PR), espinheira divina,
erva cancrosa, erva santa, cancerosa (RS) (CARVALHO-OKANO, 1992),
cancorosa-de-sete-espinhos, cancrosa, coromilho do campo, erva-cancerosa,
espinha-divina, espinho-de-Deus, limdozinho, maiteno, marteno, pau-jose, salva-
vidas, sombra-de-touro (BITTENCOURT, 2000).

O género Maytenus apresenta-se altamente diversificado, compreendendo
255 espécies, o maior numero delas na América do Sul. O Brasil conta com 77
especies, das quais 15 ocorrem apenas na Regido Amazdnica e 6 exclusivamente
na regiao subtropical. M. ilicifolia predomina nos estados da Regido Sul do Brasil e
nos paises vizinhos Paraguai, Bolivia e Leste da Argentina, mas distribui-se ainda,
com menor intensidade, no Chile e Uruguai (CARVALHO-OKANO, 1992).
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Observa-se M. licifolia predominantemente no sub-bosque de
remanescentes da Floresta Ombrofila Mista, restringindo-se muitas vezes a
ambientes ciliares, e nos agrupamentos arbdreos (capdes) na regido de
predominio das Estepes (CERVI et al., 1989).

M. ilicifolia € descrita como um subarbusto ou arvore, ramificado desde a
base, podendo medir até 5 metros de altura, com ramos novos glabros angulosos,
tetra ou multicarenados. As folhas sdo congestas, coriaceas, glabras, com
estipulas inconspicuas, limbo com 2,2 — 8,9 cm de comprimento e 1,1 — 3,0 cm de
largura. As nervuras sao proeminentes na face abaxial, de forma eliptica, com a
margem inteira ou com espinhos, em numero de 1 a varios, distribuidos regular ou
irregularmente no bordo, geralmente concentrados na metade apical de um ou de
ambos os semilimbos. As inflorescéncias ocorrem em fasciculos multifloros e as
sépalas apresentam-se semicirculares e ciliadas, as pétalas ovais e inteiras, os
estames com filetes achatados na base, o estigma capitado, séssil ou com estilete
distinto, o ovario saliente ou totalmente imerso no disco carnoso. As flores séo
mondclinas, apesar das evidéncias de que algumas sejam funcionalmente
diclinas. O fruto € uma capsula bivalvar, orbicular, com pericarpo maduro e de
coloracao vermelho-alaranjada. O florescimento ocorre entre os meses de
setembro e outubro, podendo prolongar-se até dezembro, enquanto os frutos
surgem entre outubro e fevereiro (CARVALHO-OKANO, 1992; RADOMSKI, 1998;
BITTENCOURT, 2000).

A figura 1 mostra o aspecto do arbusto, das folhas, frutos e sementes de M.

ilicifolia, a espinheira-santa.

2.3.2. Componentes quimicos e propriedades terapéuticas

O género Maytenus tem sido bastante estudado na area de farmacologia.
Alguns autores relacionam propriedades antimicrobianas e antitumorais de
extratos de raizes e sementes em diversas espécies (LIMA et al., 1969;
SANTANA; ASFORA; COTIAS, 1971; POWELL; SMITH Jr., 1979; KUTNEY et al.,
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1981; FRANCA; PEREIRA, 1997; CORSINO et al., 1998; SANNOMIYA et al.,
1998; CORSINO et al., 2000; GONZALEZ et al., 2001; ORABI et al., 2001). Em M.
ilicifolia, as propriedades terapéuticas foram atribuidas a produgdo de compostos
terpénicos, como maitenina e pristimerina, tanto em raizes (LIMA et al., 1971,
ITOKAWA et al., 1990; ITOKAWA et al., 1991), como em ramos e folhas (AHMED
et al., 1981; ZHU; SHARAPIN; ZHANG, 1998; CORDEIRO; VILEGAS; LANCAS,
1999; QUEIROGA et al., 2000; JORGE et al., 2004, in press), a presencga de
taninos (CARLINI, 1988; OLIVEIRA et al., 1991; OLIVEIRA et al., 2000) e
flavondides (SILVA et al., 1991; LEITE et al., 2001).

FIGURA 1: A - Aspecto do arbusto de espinheira-santa; B — Aspecto do fruto tipo capsula
da espinheira-santa; C — Folhas e frutos maduros (deiscentes) de M. ilicifolia; D - Aspecto
da semente de M. ilicifolia.
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O extrato de folhas de M. ilicifolia foi analisado para comprovar a crencga
popular de que a espinheira-santa apresentasse efeito contraceptivo, ou fosse
produtora de alguma substancia controladora da fertilidade. MONTANARI,
CARVALHO e DOLDER (1998) nao encontraram qualquer efeito ou disturbio na
espermatogénese de ratos e MONTANARI e BEVILACQUA (2002) sugeriram
cautela no uso indiscriminado da planta como anti-ulcerogénica, in natura ou em
derivados fitoterapicos, por mulheres gestantes, devido a um estudo em fémeas
de ratos, que constatou uma diminuigéo significativa na implantagdo dos embrides
apos administracédo do extrato hidroalcodlico liofilizado de folhas.

PULLEN et al. (2003) investigaram a presenca de maitansindides e
maitansina, uma ansamicina de alta atividade citotoxica, em plantas da familia
Celastraceae coletadas em seu habitat natural na Africa do Sul (Putterlickia
verrucosa, P. pyracantha e P. retrospinosa) e no Brasil (M. ilicifolia, M.
evonymoides, M. aquifolia). Nas plantas brasileiras ndo foram detectados
maitansindides, contudo em algumas plantas sul-africanas estas substancias
estavam presentes. Foram realizadas analises moleculares do gene
aminohidroxibenzoato sintetase, responsavel pela biossintese de
aminohidroxibenzoato, precursor das ansamicinas, inclusive de maitansindides,
em cultura de células de P. verrucosa. Nao foi verificada a presencga deste gene
nestas células, nem em DNA extraido de partes aéreas das plantas de Putterlickia.
No entanto, observagbes indicam que este gene pode estar presente em
microrganismos da rizosfera destas plantas. Possivelmente as raizes de
Puterlickia estdo associadas a microrganismos responsaveis pela biossintese de
maitansina ou maitansinoides.

FERREIRA et al. (2004) investigaram o efeito e o possivel mecanismo de
acao do extrato aquoso liofilizado de folhas de M. ilicifolia sobre a secregao de
acidos em mucosa gastrica de sapos. Os autores observaram uma redugao de
16% da secrecdo acida basal e sugeriram que seja devida a uma atividade

antagonistica do extrato nos receptores de H, de histamina.
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2.3.3. Endéfitos isolados de espinheira-santa

AZEVEDO et al. (2000) relataram a presencga de bactérias endofiticas em
folhas de Maytenus aquifolium. Foram isolados vinte géneros, entre eles Bacillus,
Clavibacter e Streptomyces, que foram os mais frequentes, além de actinomicetos.
Testes preliminares mostraram que algumas das bactérias podem produzir
ansamacrolideos, que também sao produzidos pela planta hospedeira.

JANSEN (2002) isolou bactérias endofiticas de Maytenus, conhecida pelo
seu potencial anti-leucémico. Tais bactérias interagem com as plantas na
producdo de alguns metabdlitos, como a maytensina, substancia pertencente a
uma classe de alcaldéides do complexo dos ansamacrolideos, que também
apresentam propriedades antifungicas. Amostras de extratos vegetais das plantas
M. aquifolia e M. ilicifolia foram testadas contra o fungo indicador de substancias
bioativas Penicillium avellanum. Os extratos vegetais com atividade inibitoria
indicaram as hospedeiras para o isolamento das bactérias endofiticas alvo.
Extratos de 112 bactérias endofiticas, isoladas de diferentes partes da planta,
foram submetidos a particbes com acetato de etila e testados contra o fungo P.
avellanum. As bactérias inibidoras do crescimento de P. avellanum foram
identificadas por métodos bioquimicos e moleculares. Os resultados indicaram que
nao havia presenga de maytensina nas bactérias endofiticas, entretanto a bactéria
5, identificada como Kluyvera cryocrescens, apresentou duas substancias que
estavam inibindo o crescimento de P. avellanum que foram analisadas por
cromatografia e espectrometria de massa para a elucidagao estrutural.

PULLEN et al (2002) isolaram actinomicetos de M. aquifolium, Putterlickia
retrospinosa e P. verrucosa. Foram identificadas duas espécies como
Streptomyces setonii e S. sampsonii, enquanto outras duas foram consideradas
espécies novas, denominadas Q21 e MaB-QuH-8. Esta ultima cepa produziu uma
nova antraciclinona clorada e cloropirrol, apresentando alta atividade contra uma
série de bactérias multi-resistentes e micobactérias.

ZHAO et al. (2005) isolaram quatro compostos, incluindo dois novos

macrolideos, de Streptomyces sp. 1s9131, enddéfito de Maytenus hookeri. Dados



27

espestrais indicaram que tais compostos eram dinactina dimérica (1), nonactina
dimérica (2), acido ciclo-homononactico (3) e acido ciclo-nonactico. Nos
bioensaios, a dinactina dimérica mostrou forte atividade antineoplastica e

antibacteriana.

2.4. Marcadores moleculares do tipo RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA)

2.4.1. A metodologia RAPD

Em 1990, WILLIAMS et al. descreveram a técnica de RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), sigla para DNA Polimdérfico Amplificado ao Acaso,
que permite, de maneira rapida, avaliar o grau de similaridade entre gendtipos, em
niveis inter e intraespecifico. Simultanea e independentemente, outros dois
pesquisadores, WELSH e McCLELLAND (1990), publicaram a metodologia com o
nome de AP-PCR (Arbitrarily Primed — Polymerase Chain Reaction), considerado
como mais adequado, uma vez que 0s primers sao arbitrarios, e portanto suas
sequéncias-alvo sdo desconhecidas, porém a amplificagdo ocorre em lugares
especificos do genoma e néo ao acaso (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

O principio da técnica assemelha-se aquele de duplicacdo do DNA, para a
qual sdo necessarios: uma fita de DNA a ser amplificada na forma desnaturada ou
de fita simples; a presenca de primers ou oligonucleotidios de 10 a 15 bases como
iniciadores da Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR (Polymerase Chain
Reaction), e uma enzima polimerase que catalisa a reagcédo (Taqg DNA polimerase).
Esta reacao consiste de ciclos repetidos de desnaturacéo, por aquecimento a 90-
95°C, anelamento dos primers, pelo resfriamento para 36-42°C, e extensédo do
DNA, por meio de um novo aquecimento a 70-75°C, permitindo a agdo da Taq

DNA polimerase, resultando na amplificagdo de um fragmento alvo. Apds 35 a 45
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ciclos o DNA amplificado pode ser visualizado em gel de agarose (SAIKI et
al.,1985; CRUZ; MILACH, 1998).

Os polimorfismos dos fragmentos sdo reconhecidos pela presenga ou
auséncia de bandas de DNA amplificado no gel, identificando-se os marcadores
genéticos entre individuos, variedades e populagdes diferentes (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). Alteragdes na sequéncia de bases que porventura
ocorram nas regides complementares aos oligonucleotidios eliminam um sitio de
ligacao do oligonucleotidio, enquanto inser¢cdes de sequéncias entre estes sitios
resultam em um segmento molde maior que o limite da PCR (4 a 10 kb,
dependendo da DNA polimerase empregada), de forma que a amplificagdo nao
ocorre, sendo ambas as mutacdes reconhecidas pela auséncia da banda no gel.
As inser¢des que nao ultrapassam o limite da PCR levam a amplificagéo, contudo
produzem uma banda de peso molecular maior (BLANCO, 1999).

Os marcadores RAPD oferecem a possibilidade de amostrar regides do
DNA repetitivo, uma vez que os primers utilizados para detec¢ao da variagao sao
arbitrarios, ao contrario das sondas RFLP que séo pré-selecionadas para regioes
de copia unica. O tamanho ideal do primer para a amplificacdo em RAPD é em
torno de dez bases, devendo seu conteudo GC ser em torno de 50 a 70%, e no
minimo de 40%. Além disso, os primers nao devem conter sequéncias
palindrémicas a fim de evitar o autopareamento. As concentragdes de primer,
magnésio e DNA, também podem alterar tanto o numero como a intensidade das
bandas. (WILLIAMS et al., 1993; WANG et al., 1993).

Os RAPDs constituem uma classe de marcadores moleculares
extremamente util em estudos de tipagem molecular, taxonomia, genética de
populagdes, mapeamento genético (GLIENKE, 1995), identificacdo de variedades
patogénicas, obtencdo de marcadores para diagnostico via PCR (BLANCO, 1999;
GLIENKE-BLANCO et al., 2002) e analise de recombinacao via parameiose em
fungos mitospodricos (DALZOTO et al., 2003). A técnica apresenta vantagens
quanto ao custo acessivel, pois os reagentes podem ser utilizados em pequenas
quantidades e nao envolve hibridizacdo ou radioatividade. Permite a obtengao

rapida de marcadores, pois ndo exige o isolamento de sondas, sequenciamento
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de nucleotidios e nem o desenho de iniciadores especificos, além de caracterizar
um bom nivel de polimorfismo em varias espécies, com a obtencdo de um numero
razoavel de marcadores por gel (CRUZ; MILACH, 1998).

Além destas vantagens, o método requer pouco ou nenhum conhecimento
prévio de genoma, bioquimica ou fisiologia do organismo em estudo
(McCLELLAND; WELSH, 1990; CHRISTO, 2002). Oferece a possibilidade de
automatizagao, devido a natureza binaria (presenga ou auséncia de banda) do
polimorfismo. Se por um lado ndo permite a distingdo de heterozigotos, € uma
caracteristica mais adequada hoje para automatizagdo do processo de aquisigao

de dados dentro da sistematica binaria de ambientes computacionais.

2.4.2. RAPD em microrganismos endofiticos

A técnica de RAPD tem sido util em estudos de variabilidade genética em
varios organismos, inclusive em fungos endofiticos (MANULIS et al.,, 1993;
HOLMES; ECKERT; PITT, 1994; LIEW; IRWIN, 1994; MEIJER; MEGNEGNEAU,;
LINDERS, 1994; NICHOLSON; REZANOON, 1994; RIBEIRO, 1995; LONGO,
1996; GUIMARAES, 1998).

Marcadores RAPD tém sido utilizados para diferenciar patégenos de
cruciferas, por exemplo, o fungo Leptosphaeria maculans (GOODWIN; ANNIS,
1991), e de Brassica napus (SCHAFER; WOSTEMEYER, 1992).

MANULIS et al. (1993) isolaram linhagens de Fusarium oxysporum f.sp.
dianthi, de cravo, constatando diferengas entre as patogénicas e nao patogénicas
por meio de marcadores RAPD.

Existem diversos trabalhos na literatura comparando isolados de locais
diferentes, utilizando RAPD, como MEIJER, MEGNEGNEAU e LINDERS (1994),
com Phomopsis subordinaria, NICHOLSON e REZNOON (1994), em
Pseudocercosporella herpotrichoides, e HOLMES, ECKERT e PITT (1994), com
espécies patogénicas de Penicillium isoladas de citros.

ARAUJO et al. (2001) isolaram fungos e bactérias de tecidos foliares de

Citrus e testaram a variabilidade genética por RAPD de 36 isolados de duas
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espécies de bactérias encontradas, Bacillus pumilus e Pantoea agglomerans,
observando uma maior diversidade em B. pumilus do que em P. agglomerans.

Bactérias endofiticas isoladas de raizes de cana-de-agucar foram
investigadas por SUMAM et al. (2001). Neste estudo, 22 linhagens bacterianas
foram comparadas morfologicamente, bioquimicamente e geneticamente por
RAPD, utilizando doze primers para comparar as linhagens isoladas e linhagens
padrédo de bactérias diazotroficas. A diversidade estimada por RAPD foi mais
evidente que a obtida pela analise dos caracteres morfoldgicos e bioquimicos.

Em Citrus sp., GLIENKE-BLANCO et al. (2002) encontraram uma alta
variabilidade genética em isolados de Guignardia citricarpa, verificando a
existéncia de pelo menos duas espécies geneticamente diferenciadas, uma sendo
endofitica, G. mangiferae, e outra, G. citricarpa, causadora da mancha preta de
citros (MPC) (BLANCO, 1999; BAAYEN et al., 2002).

SEYMOUR et al. (2004) estudaram 49 isolados dos fungos endofiticos
Cylindrocarpon destructans and Heliscus lugdunensis, relacionando a produgao de
metabdlitos com a diversidade genotipica por meio de RAPD e sequenciamento
de ITS de rDNA. Os autores verificaram uma correlagdo positiva entre a
classificagao genotipica e o padrao de producao de metabdlitos. Foi realizada uma
nova selecdo de isolados baseada na variabilidade genotipica, obtendo-se um
maior numero de produtores de metabdlitos, quando comparada aos selecionados

indiscriminadamente.

2.4.3. RAPD em Colletotrichum

GALVAO (1998) isolou fungos endofiticos de folhas aparentemente sadias,
de Theobroma grandiflorum, Pueraria phaseoloides, e Scleria pterota, identificados
como Glomerella cingulata e seu anamorfo Colletotrichum sp., Guignardia sp.,
Phomopsis sp., Pestalotia sp., Curvularia sp., Fusarium sp., Xylaria sp. € Humicola
sp. O enddfito mais frequente isolado em P. phaseoloides e S. pterota foi G.
cingulata, enquanto que em T. grandiflorum, o endofito mais frequente foi

Guignardia sp. O fungo Pestalotia sp. foi encontrado em T. grandiflorum e em S.
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pterota. Humicola sp. foi encontrado em T. grandiflorum e P. phaseoloides.
Fusarium sp. apareceu apenas nos isolados de T. grandiflorum, Xylaria sp.
somente em P. phaseoloides e Curvularia sp. somente em S. pterota. Isolados de
G. cingulata foram detectados nos trés hospedeiros e oito primers foram utilizados
para a determinacao dos perfis de RAPD. A distancia genética entre os isolados
de T. grandiflorum, P. phaseoloides e S. pterota foi 54,28%, 70,16% e 67,81% e a
proporgao de loci polimérfico foi 0,91; 0,94 e 0,93 respectivamente. Os 30 fungos
foram agrupados em seis grupos, e os isolados de T. grandiflorum apresentou
maior similaridade genética.

KELEMU et al. (1999) avaliaram o grau de diversidade genética de 127
isolados de Colletotrichum gloeosporioides, agente causal da antracnose em
Stylosanthes guianensis, por meio de marcadores moleculares RAPD e RFLP.
Foram utilizados nove primers, revelando um total de 80 bandas. Dos 127
isolados, 63 foram agrupados em 13 linhagens distintas, geralmente relacionadas
com a origem geografica. Quando os isolados de regides distintas pertenciam ao
mesmo grupo, a maioria deles provinha de um mesmo gendtipo de planta
hospedeira. Uma populacdo de Carimagua, Colédmbia, um antigo sitio de
cruzamento e selegdo de Stylosanthes, apresentou alta diversidade. Um grupo de
12 gendtipos diferenciais de S. guianensis foi utilizado para caracterizar a
variabilidade patogénica de 104 isolados, e seus padrbes de viruléncia foram
agrupados em 57 patotipos. No entanto, quando testados com 4 diferenciais
australianos, agruparam em apenas 11 patétipos. A analise de Southern Blot dos
127 isolados revelou 23 fragmentos de hibridizacdo, resultando 41 padrdes de
fingerprint entre os mesmos. Analises estatisticas das relagbes entre as variaveis
de RFLP e RAPD mostraram que as duas medidas de variagdo genotipica estao
concordantes.

LARDNER et al. (1999) investigaram as relagbes entre diversos grupos
morfolégicos de Colletotrichum acutatum por meio de analise de RAPD e
compatibilidade vegetativa. Os isolados foram coletados de Lupinus spp. da Nova
Zelandia, Canada, Franca e Inglaterra, e de Pinus radiata na Nova Zelandia e

Australia. As diferencas genéticas entre os grupos foram confirmadas com os
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dados morfolégicos. Dois grupos geneticamente distintos de C. acutatum foram
observados em Lupinus spp., um compreendendo os isolados da Nova Zelandia e
da Inglaterra, e os outros isolados do Canada e Franga. Os isolados de C.
acutatum f. sp. pineum da Nova Zelandia e Australia formaram dois grupos
geneticamente distintos.

MARTINEZ-CULEBRAS et al. (2002) realizaram um estudo por meio de
marcadores RAPD em isolados de Colletotrichum patégenos do morango, de
varios paises. A variabilidade foi maior em C. acutatum, em que foram observados
15 padrdes de RAPD diferentes, formando dois grupos principais apés analise por
grupamentos UPGMA. Duas espécies morfologicamente indistinguiveis, C.
fragariae e C. gloeosporioides, puderam ser diferenciadas por RAPD, porém
apresentaram menor variabilidade genética. Uma banda de RAPD associada a C.
fragarie foi clonada, sequenciada e usada para desenhar primers especificos para
esta espécie. Um produto de PCR de 580 pb foi obtido apenas quando o DNA de
C. fragarie foi utilizado, proporcionando um método rapido e eficaz de identificagao
de linhages de C. fragarie.

SAHA et al. (2002) estudaram marcadores moleculares RAPD em 25
isolados de C. gloeosporioides (teleomorfo G. cingulata) patoégenos de folhas de
Hevea brasiliensis (borracha), responsaveis por trés tipos de lesdes diferentes. Os
perfis de RAPD dos isolados que causavam um tipo de sintoma eram facilmente
distinguiveis dos que originavam os outros dois tipos. A analise de restricdo de
DNA ribossomal 5,8S amplificado por PCR, incluindo ambas as regides ITS
flanqueadoras, também revelou dois padrées de RFLP distintos, os mesmos do
RAPD, sugerindo existirem duas espécies de Colletotrichum associadas a Hevea:
C. acutatum causando um tipo de sintoma, e C. gloeosporioides os outros dois
tipos. Este foi o primeiro relato de C. acutatum de Hevea na india.

Como observado por SILVA-MANN et al. (2002), a antracnose e a ramulose
sao doencgas do algodoeiro (Gossypium hirsutum) causadas, respectivamente, por
Colletotrichum gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides, sendo a ramulose a
mais importante sob o ponto de vista de prejuizos causados. Por se tratarem de

fungos transmitidos por sementes, de dificil diferenciagcdo por métodos
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convencionais, o desenvolvimento de metodologia usando técnicas moleculares é
uma opg¢ao que se dispde na busca de maior precisdo e rapidez. Os autores
procuraram associar informagdes do teste de patogenicidade com marcadores
bioquimicos e moleculares de DNA/RAPD, visando a identificagao e diferenciacao
do complexo Colletotrichum. Foram usados dez isolados, sendo trés classificados
como causadores de antracnose e sete de ramulose, pelo teste de
patogenicidade. Os marcadores bioquimicos nao se mostraram eficientes para a
distincdo dos isolados causadores da ramulose e da antracnose. Entretanto, na
andlise de RAPD, o valor de similaridade encontrado para os dois grupos foi de
51,7%, confirmando a potencialidade da técnica para diferenciar tais fungos.

DAUCH et al. (2003) desenvolveram marcadores moleculares RAPD para
reconhecer seletivamente e detectar a presenga da linhagem 183088 do fungo
Colletotrichum coccodes no controle biolégico da espécie-alvo Abutilon theophrasti
e em amostras de solo. Os marcadores foram convertidos em SCARs (Sequence-
Characterized Amplified Regions) e um conjunto de primers especificos (NSF/N5R;
N5SFi/N5Ri) foi desenhado para uso em ensaios de PCR. Cada conjunto de
primers amplificou um unico produto com o DNA da linhagem 183088, um de 617
pb (N5F/N5R) e outro de 380 pb (N5Fi/N5Ri). A especificidade dos primers foi
cionfirmada pela auséncia de produtos amplificados com o DNA de outros isolados
de C. coccodes, outras espécies do género Colletotrichum e outros onze
microrganismos. Os ensaios de PCR realizados neste trabalho permitiram a
deteccdo da linhagem 183088 de C. coccodes entre amostragens de
microrganismos de solo e mostraram-se uteis para o monitoramento no controle
bioldgico.

DERSO e WALLER (2003) analisaram a variagdo em isolados de
Colletotrichum provenientes de frutos de café de varios locais da Etidpia, sob o
aspecto morfolégico, tamanho de conidios, patolégicos e marcadores RAPD. Os
estudos patologicos de agressividade sugeriram duas espécies diferentes, C.
gloeosporioides e C. kahawae, mas as analises moleculares mostraram pouca
variabilidade entre os isolados. Os autores observaram que C. kahawae causa

antracnose em frutos de café, ocasionando grandes perdas na produtividade,
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enquanto C. gloeospoirioides deve ocorrer como saprofitico, colonizador
secundario de tecidos danificados e provavelmente como endéfito em tecidos
sadios.

MEAUX et al. (2003) avaliaram quinze populagbes de feijao (Phaseolus
vulgaris), localizadas em trés provincias da Argentina, quanto ao polimorfismo
para uma familia complexa de genes candidatos de resisténcia (RGC) no genoma
de Colletotrichum lindemuthianum, bem como os fendtipos de resisténcia para
estas linhagens. Os resultados indicaram um alto polimorfismo para os RGC. A
estrutura populacional obtida para marcadores relacionados a resisténcia foi
comparada com a observada para marcadores RAPD, sendo constatadas
diferencas dentro das provincias para os dois marcadores, enquanto que entre as
provincias a diferenciacdo ocorreu apenas para RAPD e RGC, e nao para
fendtidos de resisténcia. Esta discrepancia indica que forcas seletivas distintas
estdo atuando ao nivel molecular e fenotipico, o que revela a importancia deste
tipo de analise para demonstrar um impacto de selegao.

LU et al. (2004) estudaram a diversidade e especificidade de hospedeiro de
uma colegdo de linhagens endofiticas de Colletotrichum provenientes de 12
espécies de plantas da Reserva Florestal de lwokrama, na Guiana. Por meio de
RAPD e sequenciamento de ITS de rDNA, bem como caracterizagdo morfolégica
das colénias, puderam concluir que a maioria das linhagens pertencia a uma das
duas espécies, C. gloeosporioides e C. honinense.

TALHINHAS et al. (2005) propuseram-se a determinar a diversidade e o
padrao de distribuicdo de populacdes de Colletotrichum spp. em culturas de
azeitonas e sua relagdo com os patdégenos de antracnose em outros hospedeiros,
bem como avaliar a variabilidade patogénica e a preferéncia de hospedeiros, e
ainda desenvolver ferramentas para diagnésticos. Um total de 128 isolados de
Colletotrichum spp., representando todas as areas de cultivo de azeitonas de
Portugal e alguns isolados de outros paises, foram caracterizados por ensaios
moleculares e fenotipicos e comparados com isolados de referéncia. Os dados de
RAPD, ITS, sequéncias de beta-tubulina 2, caracteristicas das colénias e

sensibilidade ao benomyl, mostraram que C. acutatum foi dominante (mais de
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97%) e C. gloeospoirioides de ocorréncia limitada (menos de 3%). Entre as
populagdes de C. acutatum, foram identificados cinco grupos moleculares, A2 a
A6. O grupo A2 foi altamente prevalente (89%), coincidindo com a alta incidéncia
de antracnose. O grupo A4 foi dominante em uma regido em particular, enquanto
os outros grupos de C. acutatum e C. gloeospoirioides foram de ocorréncia
esporadica nas areas marginais de cultivo. Foram desenvolvidas ferramentas para
diagnostico a partir de sequéncias de beta-tubulina 2, a fim de detectar e
diferenciar os grupos do patégeno C. acutatum com rapidez e confiabilidade.

VALERIO et al. (2005) avaliaram a diversidade genética por marcadores
RAPD e RFLP-PCR entre 37 isolados de Colletotrichum graminicola, patdégeno
causador da antracnose do sorgo, provenientes de quatro regides do Brasil
geograficamente distintas. Ainda foram analisadas as caracteristicas de viruléncia
em um grupo de 10 gendtipos diferenciais de sorgo. Foram identificadas 22 racgas,
sendo mais frequente a 13B, porém presente em apenas duas regides. As
analises de RAPD revelaram 143 bandas polimérficas que agruparam os isolados
de acordo com suas origens geograficas, mas nao por seus fendtipos de
viruléncia. O RFLP sobre os dominios ITS e genes de rDNA 5,8 de C. graminicola
nao mostrou diferengas entre os isolados, indicando uma conservagcado destes
sitios de restricdo. Foi observado um polimorfismo molecular entre isolados da
mesma raca. Nao foi verificada associacao entre fendtipos de viruléncia e perfis
moleculares.

MUNAUT et al. (2002) analisaram 119 isolados mexicanos, dois
australianos (A e B) e dois africanos (A e B) de C. gloeosporioides, provenientes
da planta nativa Stylosanthes, por meio de RAPD e ITS. Estudos anteriores destes
e de outros autores levaram a proposicdo de uma diferenciacdo taxonémica
infraespecifica, como C. gloeosporioides f. stylosanthis f. sp. stylosanthis e f. sp.
guianensis.

SHARMA et al. (2005) analisaram 37 isolados de Colletotrichum capsici,
patégenos de Capsicum annuum L. (pimenta da Guiné). Os isolados foram
divididos com base nas caracteristicas morfolégicas e de cultura em cinco grupos,

Cc-l, Cc-ll, Cc-lll, Cc-IV e Cc-V. Nao foram observadas diferengas significativas no
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formato e tamanho dos conidios. As relagdes genéticas entre os cinco grupos
foram investigadas por meio de RAPD, confirmando os cinco agrupamentos dos
isolados de C. capsici. No entanto, quatro isolados (Cc-5, Cc-33, Cc-29 e Cc-37)
exibiram perfis de RAPD idénticos. Nao foi observada correlagdo entre os grupos

revelados por RAPD e a patogenicidade dos isolados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

Foram utilizados microrganismos endofiticos isolados de 13 plantas de
espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss.), localizadas no Centro
Nacional de Pesquisa de Florestas (CNPF) da EMBRAPA (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria), no municipio de Colombo, PR. Para a coleta do material
foi realizada uma selecdo aleatdria das plantas adultas, sendo escolhidas as
folnas de aspecto jovem e sadio. As plantas foram devidamente marcadas e
posteriormente realizadas coletas de frutos. A localizacdo das plantas na area de

coleta pode ser visualizada na Figura 2.
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FIGURA 2: Croqui da area experimental de espinheira-santa no Centro Nacional de Pesquisas de Floresta (CNPF), EMBRAPA,

Colombo, PR

Espacamento: 2,0 x 1,0 m
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Em amarelo, estdo destacadas as plantas utilizadas para as coletas de folhas e frutos de espinheira-santa.
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3.2. Meios de cultura

3.2.1. Agar de Batata e Dextrose (BDA)

Batatas 200,0g
Dextrose 20,09
Agar 15,0 g
Agua destilada p/ 1000 mL
pH 6,8

As batatas foram descascadas, cortadas em pequenos pedacos e cozidas
em 500 mL de agua destilada por 20 a 30 minutos em forno de microondas. Apés
filtracado através de gaze, a dextrose foi adicionada ao caldo resultante,
completando-se com agua destilada para 1000 mL. O pH foi ajustado com NaOH
1 N antes de adicionar o agar.

3.2.2. Meio Liquido de Batata e Dextrose (BDL)

Batatas 200,0 g
Dextrose 20,0g
Agua destilada p/ 1000 mL
pH 6,8

As batatas foram descascadas, cortadas em pequenos pedacos e cozidas
em 500 mL de agua destilada por 20 a 30 minutos em forno de microondas. Apés
fitracdo através de gaze, a dextrose foi adicionada ao caldo resultante,
completando-se com agua destilada para 1000 mL. O pH foi ajustado com NaOH
1 N.

3.2.3. Agar Sabouraud Dextrose (SDA)

Dextrose 20,0g
Peptona 10,0 g
Agar 20,09
Agua destilada p/ 1000 mL

pH 6,8
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Todos os ingredientes foram misturados em agua destilada, sob agitagéao,
exceto o agar. O volume foi completado com agua destilada para 1000 mL. O pH
foi ajustado com NaOH 1 N antes de acrescentar o agar.

3.2.4. Caldo de Extrato de Malte (MEB)

Extrato de malte
Peptona
Glucose

Agua destilada
pH

20,09
109
20,09

p/ 1000 mL
6,8

Todos os ingredientes foram misturados em agua destilada, sob agitagao. O
volume foi completado com agua destilada para 1000 mL. O pH foi ajustado com

NaOH 1 N.

3.2.5. Meio Seletivo para Isolamento de Actinomicetos (AC)

(KUSTER; WILLIAMS, 1964)

Amido (ou glicerol)
Caseina

KNO;

NaCl

Ko:HPO,
MgSO47H20
CaCOs3
FGSO4.7H20
Agar

Agua destilada
pH

10,0 ¢
0,3g
20g
209
20g
0,059
0,02g
0,01g
18,0 g
p/ 1000 mL
7,0-7,2

Todos os ingredientes foram misturados em agua destilada, sob agitagéo,
exceto o agar. O volume foi completado com agua destilada para 1000 mL. O pH
foi ajustado com NaOH 1 N antes de acrescentar o agar.

3.2.6. Agar Nutriente (NA)

Peptona de gelatina
Extrato de carne bovina
Agar

Agua destilada

509

3,09
15,09

p/ 1000 mL
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3.2.7. Agar Miieller Hinton (MHA)

Infus&o de carne bovina 30,0g
Peptona de caseina acida 17,59
Amido 159

Agar 1709
Agua destilada p/ 1000 mL

3.2.8. Caldo Nutriente (NB)

Peptona de gelatina 50¢g
Extrato de carne bovina 3,09
Agua destilada p/ 1000 mL

3.2.9. Meio Completo (MC)

NaNO; 6,09
KH2P04 1,5 g
KCI 059
MgSO,4.7H,0 0,59
FeSO,4 0,01g
ZnSOqy 0,01g
Glucose 10,0 g
Peptona 209
Extrato de levedura 20g
Caseina hidrolisada 1,59
Solucgao de vitaminas 1,0 mL
H20 p/ 1000 mL
Agar 15,0 g
pH 5,8

Todos os ingredientes foram misturados em agua destilada, sob agitagéo,
exceto o agar. O volume foi completado com agua destilada para 1000 mL. O pH
foi ajustado com NaOH 1 N antes de adicionar o agar.

3.2.10. Meio Completo Liquido (MCL)

NaNO, 6,09
KH2PO4 1,5 g
KCl 0,59
MgSO47H20 0,59
FeSO, 0,01g
ZnS0O, 0,01g

Glucose 10,0 g
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Peptona 2049
Extrato de levedura 20g
Caseina hidrolisada 1,59
Solugao de vitaminas 1,0 mL
H.O p/ 1000 mL
pH 5,8

Todos os ingredientes foram misturados em agua destilada, sob agitagao. O
volume foi completado com agua destilada para 1000 mL. O pH foi ajustado com
NaOH 1 N.

3.2.11. Agar Miieller Hinton 0,85%

Infusdo de carne bovina 30,0g
Peptona de caseina acida 17,59
Amido 1,59

Agar 859

Agua destilada p/ 1000 mL

OBS.: Todos os meios de cultura foram autoclavados antes do uso, a 120°C,

1 atm, por 20 minutos.

3.3. Solugbes e tampbes

3.3.1. Clorofil
C}Ioroférmio 240 mL
Alcool isoamilico 10 mL

3.3.2. Clorofane

Fenol 100 mL (50%)
Cloroférmio 100 mL (50%)
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3.3.3. Benomyl
Benlate 20,0 mg
Agua destilada autoclavada 10 mL

Ao Benlate foram adicionadas aproximadamente 2 a 3 gotas de acetona
para dissolver e em seguida a agua destilada autoclavada. A solug¢ao foi fervida
em banho-maria por 10 a 15 minutos, mantida no escuro e estocada sob
refrigeracgao a 4°C.

3.3.4. Lactofenol Azul de Algodao

a) Lactofenol

Fenol 20 g
Acido lactico 40 mL
Glicerina 40 mL
Agua destilada 20 mL
b) Azul Algodao

Azul algodéao 0,59
Agua destilada 50 mL

Para o preparo da solugéao final, foram misturados 100 mL de lactofenol, 5
mL de azul algodéo e 20 mL de &cido acético glacial.

3.3.5. Gel de Agarose (0,8%)

Agarose 0,8¢
Tampao TBE 1X 100 mL

3.3.6. Gel de Agarose (1,5%)

Agarose 1,59
Tampao TBE 1X 100 mL
3.3.7. RNAse

A enzima foi preparada na concentragdo de 10 mg/mL, em 10 mM de Tris-
HCIopH 7,5 e 15 mM de NaCl. Foi aquecida a 100°C por 15 minutos e estocada a
-20°C.
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3.3.8. Solucao de Brometo de Etidio

O brometo de etidio foi dissolvido a 1% (p/v) em agua destilada, mantido
sob agitacéo por algumas horas e estocado a temperatura ambiente, protegido de
luz. No momento do uso, foram adicionados 3 pL desta solugédo a 100 mL de
tampéao TBE 1X.

3.3.9. Tampao da Amostra (6X)

Azul de bromofenol 3% 1 mL
Glicerol 1,035 mL
H.O 5mL

3.3.10. Tampao de Corrida TBE 10X pH 8,0

Trizma base 54,09
Acido bérico (H3BO3) 2759
EDTA 4659
H>O 500 mL

A solucao foi autoclavada e estocada a temperatura ambiente. No momento
do uso, foi diluida 10 vezes com agua Milli-Q.

3.3.11. Solucao de Glicerol 20%

Glicerol 20 mL
H2O milli-Q q.s.p. 100 mL

A solugao foi autoclavada e estocada sob refrigeracéo a 4°C.

3.3.12. Tampao de Extragao de DNA (TE)

(preparado no momento do uso)

Tris-HCI pH 8,0 200 mM
NaCl 250 mM
EDTA pH 8,0 25 mM

SDS (p/v) 1%
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3.3.13. Tampao Tris-EDTA (TE)

Tris-HCl pH 7,6 10 mM
EDTA pH 8,0 1 mM

A solucdo foi autoclavada e estocada sob refrigeracéo a 4°C.

3.3.14. Solugao Estoque de Tetraciclina

Tetraciclina 1049
Etanol absoluto 20 mL

A solugao foi preparada sob agitacéo e estocada em frasco escuro a —20°C.

3.3.15. Solugao Estoque de Nistatina
(preparada no momento do uso)

Nistatina 100 mg
Metanol 10 mL

3.3.16. Solugao Estoque de Ciclohexamida

Ciclohexamida 610 mg
Acetona 0,5mL
Agua destilada 30 mL

A solugao foi preparada, esterilizada por filtragcéo e estocada a 4°C.

3.3.17. Solugio Estoque de Acido Nalidixico

Acido nalidixico 200 mg
Agua destilada 10 mL

A solugao foi preparada, esterilizada por filtracéo e estocada a 4°C.
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3.3.18. Solugao de Vitaminas

Acido nicotinico 100,0 mg
Acido p-aminobenzoéico 0,2 mg
Biotina 0,2 mg
Piridoxina 50,0 mg
Riboflavina 100,0 mg
Tiamina 50,0 mg
Agua destilada p/ 100 mL

A solugéo foi aquecida em banho-maria a 98°C por 15 minutos, e mantida
em um frasco escuro sob refrigeragao a 4°C.

3.3.19. Solugao de Tween 80 a 0,1% (v/v)

Tween 80 0,1 mL
Agua destilada p/ 100 mL

A solugéo foi autoclavada e estocada sob refrigeracao a 4°C.

3.3.20. Solugao Salina a 0,85%

NaCl 850 mg
Agua destilada p/ 100 mL

A solugéo foi autoclavada e estocada sob refrigeracao a 4°C.

3.4. Metodos

3.4.1. Isolamento dos microrganismos endofiticos

A metodologia utilizada para o isolamento dos microrganismos endofiticos
esta descrita em PETRINI (1991) com algumas modificagdes. Foram realizadas
sete coletas, de outubro de 2002 a junho de 2004. Os diferentes 6rgaos da planta,
temperaturas de incubacdo e meios de cultura utilizados e o numero de

fragmentos plaqueados, estao listados na Tabela 1.
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TABELA 1: Epocas do ano, érgaos da planta, condigdes de incubagéo e n°. de fragmentos

plagueados nas sete coletas de enddfitos de espinheira-santa

] ) Temperatura N°. de
Coleta Epoca do Orgao da Meio de de fragmentos
ano planta cultura incubagdao plaqueados

1 Outubro/02 Folha BDA + Te 18°C e 28°C 128

BDA + Be
2 Fevereiro/03 ~ Semente BDA + Te 18°C e 28°C 416

NA + Be
3 Margo/03 Folha BDA + Te 18°C e 28°C 720

NA + Be

AC+Ni+Ci+Nx

4 Agosto/03 Folha BDA + Te 18°C e 28°C 552

NA + Be

AC+Ni+Ci+Nx

5 Janeiro/04 Semente BDA + Te 18°C e 28°C 384

NA + Be
6 Junho/04 Folha AC+Ni+Ci+NXx 18°C 132

pH 4,5¢e 6,0
7 Junho/04 Peciolo  AC+Ni+Ci+Nx 18°C 168
pH 4,5¢e 6,0
Total de fragmentos plaqueados 2500

Foram coletadas folhas com peciolos, de varios individuos devidamente

identificados, acondicionadas em sacos plasticos, etiquetadas e levadas ao

laboratoério, sendo mantidas sob refrigeragédo por até 24 horas. Para desinfestagao

da superficie do material, a fim de se eliminarem os microrganismos epifiticos, as

folhnas foram lavadas em agua corrente abundante, enquanto foram levemente

esfregadas com auxilio de uma esponja. Os peciolos foram parafinados para

evitar a entrada da solucéo esterilizante nos tecidos internos das folhas, desta

forma preservando os endofiticos a serem isolados. Em seguida, as folhas foram
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imersas em agua destilada esterilizada por 1 minuto, etanol 70% por 1 minuto,
hipoclorito de sédio (NaOCI) a 3%, por 4 minutos, novamente lavadas em etanol
70% por 30 segundos, e por ultimo em agua destilada esterilizada por 6 minutos.
O procedimento foi repetido por mais duas vezes, utilizando tempos diferentes de
imersao em hipoclorito de sddio (NaOCI), de 7 e 10 minutos. As folhas foram
cortadas em quatro fragmentos, utilizando um bisturi esterilizado, sob assepsia.
Os fragmentos foram transferidos para placas de Petri com diferentes meios de
cultura.

Para o isolamento de microrganismos de peciolos, a desinfestagao
consistiu do mesmo procedimento, porém o tempo de imersdo no hipoclorito de
sodio foi apenas o de 7 minutos. Os peciolos foram cortados com auxilio de um
bisturi esterilizado, e oito fragmentos foram colocados em cada placa de Petri com
meio AC (item 3.2.5).

Para o isolamento de enddfitos de sementes, a desinfestagao consistiu dos
mesmos passos, porém o tempo de imersdo no hipoclorito de sddio foi apenas o
de 4 minutos. As sementes foram cortadas ao meio utilizando um bisturi
esterilizado, sendo transferidos oito pedacos para cada placa de Petri contendo os
diferentes meios de cultura.

Foi utilizado um total de 2500 fragmentos para o isolamento de enddfitos de
espinheira-santa, sendo 1532 de folhas, 800 de sementes e 168 de peciolos
(Tabela 1). Diferentes meios de cultura foram empregados, visando
preferencialmente o isolamento de fungos (BDA + Tetraciclina 100 ug/mL),
bactérias (NA + Benomyl 6 pg/mL) ou actinomicetos (AC + Nistatina 50 uyg/mL +
Ciclohexamida 50 pg/mL + Acido Nalidixico 10 pg/mL). Variou-se também a
temperatura de incubacido e/ou o pH do meio, com o propésito de isolar uma
diversidade maior de microrganismos endofiticos. Nos isolamentos realizados em
junho de 2004, visou-se particularmente o isolamento de actinomicetos.

Como controle, apds o processo de desinfestacao, foram inoculados 0,1 mL
da ultima agua destilada esterilizada, em trés placas de Petri, para cada tipo de
meio de cultura ensaiado. As placas permaneceram incubadas nas mesmas

condi¢des do isolamento.
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Os isolados foram estocados sob refrigeracéo a 4°C, em frascos com meio
inclinado Agar Nutriente (item 3.2.6), se tratando de bactérias, ou Agar de Batata e
Dextrose (item 3.2.1), para fungos, e os actinomicetos no Meio Seletivo para

Actinomicetos (item 3.2.5).

3.4.2. Identificagao dos microrganismos endofiticos

Os fungos endofiticos foram identificados por meio de observacao
macroscopica da colbénia e microscopica das estruturas de reproducdo apos
crescimento em meio BDA (item 3.2.1), em diferentes condi¢bes de temperatura
(18°C e 28°C) e luminosidade (12 e 24 horas de luz). Adicionalmente, foram
realizados microcultivos em meio BDA, a 28°C, de acordo com a metodologia de
KERN e BLEVINS (1999). No interior de uma placa de Petri esterilizada, contendo
uma lamina para microscopia, foi colocado um cubo de &agar BDA de
aproximadamente 1,5 cm de aresta, inoculado o micélio em cada um dos quatro
lados superiores do cubo e coberto com uma laminula esterilizada. A umidade foi
mantida com o auxilio de um pedago de algodao embebido em agua destilada
esterilizada, e a placa foi vedada com filme de PVC. Em 7 e 14 dias de cultivo
foram retiradas as laminulas com auxilio de uma pingca e montadas as laminas de
microscopia com o corante lactofenol azul de algodao.

As bactérias endofiticas foram purificadas por semeadura em estrias em
meio NA (item 3.2.6) e submetidas a coloracdo de Gram (KONEMAN et al., 2001).
As que apresentaram atividade antagonista foram identificadas ao nivel de
espécie por meio de kits para diagndstico microbiolégico (enterokits B e C, para

enterobactérias, e Staphy test, para estafilococos, da Probac).
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3.4.3.

microrganismos patogénicos

Antagonismo dos isolados endofiticos contra os

3.4.3.1. Atividade antifungica em meio sélido

O antagonismo dos endofitos de espinheira-santa foi ensaiado pelo método
da cultura pareada, ou simplesmente pareamento, que consistiu no confronto
direto do antagonista (endofito) e do fungo patogénico em placas de Petri
contendo meio de cultura soélido (MARIANO, 1993). Testou-se a atividade contra
fungos patégenos humanos e de plantas, listados na Tabela 2 e ilustrados na

Figura 3.

TABELA 2: Linhagens referéncia de fungos patogénicos utilizados nos testes de atividade
antifungica e suas caracteristicas de patogenicidade, procedéncia e condigdes de

incubagao

Patégenos Doenca causada Procedéncia da Condicoes de
linhagem incubacao
Fusarium sp. 151-2 Patégeno do milho EMBRAPA Meio BDA
(Recife, PE) pH 6,8; 28°C
Trichoderma sp. CNBP,F ¢ Patégeno do café IAPAR Meio BDA
Catuai (Londrina, PR) pH 6,8; 28°C

Guignardia citricarpa 3C

Guignardia citricarpa PC13

Fonsecaea pedrosoi Fp18

Candida albicans
ATCC 10231

Mancha Preta em
Citros (MPC)

Mancha Preta em
Citros (MPC)

Cromoblastomicose
em humanos

Candidiase em
humanos

Universidade de
Oregon, EUA

IAC
(Cordeirdpolis, SP)

Hospital de Clinicas
(Curitiba, PR)

Hospital de Clinicas
(Curitiba, PR)

Meio Completo
pH 5,8; 28°C

Meio Completo
pH 5,8; 28°C

Meio Sabouraud
pH 5,6; 37°C

Meio Sabouraud
pH 5,6; 37°C
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FIGURA 3: Macromorfologia dos fungos patogénicos utilizados nos testes de atividade
antifungica

—

Legenda: A - Fusarium sp. 151-2; B - Trichoderma sp. CNBP2F16; C - Guignardia
citricarpa PC3C -; D - Guignardia citricarpa PC13; E - Fonsecaea pedrosoi Fp18; F -
Candida albicans ATCC 10231

Os actinomicetos e fungos endofiticos foram crescidos em placas de Petri
com meio BDA (item 3.2.1), pH 6,8, a 28°C, por 7 a 14 dias. Com o auxilio de um
vazador de rolhas, foram retirados cilindros de agar de 5 mm de didametro, das
bordas das col6énias em crescimento. O mesmo procedimento foi adotado em
relacdo aos fungos patogénicos, respeitando suas condi¢cdes 6timas de cultura
(Tabela 2). Um cilindro do endéfito e outro do patdgeno foram entéo transferidos
para placas de Petri contendo meio de cultura, e colocados em polos opostos
equidistantes a 1 cm da borda interna da placa. Os testes foram todos realizados
em triplicata e foram utilizadas como controles placas contendo cilindros somente
do enddfito e apenas do patdgeno, em posi¢cdes equivalentes as das testemunhas.

As condigdes de cultura foram sempre favoraveis aos patdégenos ensaiados
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(Tabela 2). Apo6s incubacgao, investigou-se a presenga de halo de inibicdo do
crescimento micelial do fungo patogénico em relagao ao endofito.

As bactérias endofiticas foram inoculadas em 5 mL de Caldo Nutriente (item
3.2.8), por 18 a 22 horas, a 28°C. Apds este periodo, foram efetuadas riscas da
cultura bacteriana com auxilio de alga de platina, sobre meio de cultura sélido em
placa de Petri. Foram semeadas 4 bactérias por placa, distantes 1 cm da borda
interna, formando um quadrado, porém com o cuidado para que as riscas nao se
encontrassem. Um cilindro de agar contendo o micélio do patégeno previamente
crescido foi colocado no centro das placas e, apds incubagao, investigou-se a
presenca de halo de inibicdo. Os testes foram realizados em ftriplicata e utilizadas
como controles placas contendo somente as riscas das bactérias endofiticas e
placas apenas com o patdgeno, em posi¢cdes equivalentes as das testemunhas.
As condigdes de cultura foram sempre favoraveis aos patdégenos ensaiados
(Tabela 2).

3.4.3.2. Atividade antibacteriana em meio soélido

Para se observar a atividade antibacteriana das amostras de
microrganismos endofiticos, foram empregadas duas metodologias descritas por
MARIANO (1993). As linhagens referéncia, provenientes da ATCC (American
Type Culture Collection), foram cedidas pelo Laboratério de Bacteriologia do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, e Laboratério de

Microbiologia da Universidade Estadual de Ponta Grossa (Tabela 3).
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TABELA 3: Linhagens referéncia utilizadas nos testes de atividade antibacteriana

Linhagens referéncia N’. de registro Instituicao fornecedora

Escherichia coli ATCC 25922 Hospital de Clinicas (Curitiba, PR)
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Hospital de Clinicas (Curitiba, PR)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Hospital de Clinicas (Curitiba, PR)
Micrococcus luteus ATCC 9341 Universidade Estadual de Ponta Grossa

(Ponta Grossa, PR)

Staphylococcus aureus ATCC 29213 Hospital de Clinicas (Curitiba, PR)
Staphylococcus aureus Linhagem Hospital de Clinicas (Curitiba, PR)
resistente a meticilina (MRSA) hospitalar

Os actinomicetos e fungos endofiticos foram crescidos em placas de Petri
com meio BDA (item 3.2.1), pH 6,8, a 28°C, por 7 a 14 dias. Com o auxilio de um
vazador de rolhas, foram retirados cilindros de agar de 5 mm de didmetro das
bordas das colbnias em crescimento. Foram colocados quatro cilindros por placa,
dispostos sobre uma camada de 15 mL de Agar Miieller Hinton (item 3.2.7). Como
controle foi utilizado um cilindro apenas com meio BDA. As linhagens referéncia
foram inoculadas em 5 mL de Caldo Nutriente (item 3.2.8), sendo incubadas por
18 a 20 horas a 37°C. Foram inoculados 0,1 mL da cultura crescida de cada
bactéria em frascos com 10 mL de Agar Mieller Hinton 0,85% (item 3.2.11),
fundido a 45°C. Esta mistura foi dispensada sobre a camada de 15 mL de Agar
Mdeller Hinton solidificado, envolvendo o0s cinco cilindros anteriormente
posicionados. Os testes foram realizados em ftriplicata. Como controles adicionais
foram utilizadas placas apenas com a linhagem referéncia, sem os cilindros. As
placas foram incubadas por 24 a 48 horas a 37°C. Foi investigada a presenca de
halos de inibicdo de crescimento bacteriano.

As bactérias endofiticas foram inoculadas em 5 mL de Caldo Nutriente (item
3.2.8), por 18 a 22 horas, a 28°C. O mesmo procedimento foi realizado com as
linhagens referéncia, porém a 37°C. Foram inoculados 0,1 mL da cultura crescida
de cada linhagem referéncia em frascos com 25 mL de Agar Miieller Hinton (item

3.2.7), fundido a 45°C, e esta mistura foi dispensada em placas de Petri. Logo
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apds completa solidificacéo, foram efetuadas riscas das bactérias endofiticas, com
auxilio de alga de platina, sobre o meio de cultura ja contendo a patogénica.
Foram semeadas 4 bactérias por placa, distantes 1 cm da borda interna, formando
um quadrado, porém com o cuidado para que as riscas nao se encontrassem. Os
testes foram realizados em ftriplicata. Como controle foram preparadas placas
contendo somente as riscas das bactérias endofiticas, sem o meio contendo a
bactéria referéncia. Um controle adicional foi empregado, consistindo apenas de

meio de cultura com a linhagem referéncia, sem as riscas das endofiticas.

3.4.3.3. Atividade antibacteriana por bioautografia

3.4.3.3.1. Fermentacao liquida dos extratos brutos dos fungos

(RODRIGUES et al., 2000)

Foram obtidos extratos brutos dos fungos endofiticos que inibiram os
patdégenos nos ensaios de antagonismo, utilizando o solvente organico acetato de
etila p.a. Primeiramente, o micélio foi crescido em placas de Petri contendo meio
BDA (item 3.2.1) pH 6,8 por 7 a 15 dias em estufa a 28°C. Apds este periodo, 3
cilindros de agar de 5 cm de diédmetro, obtidos com auxilio de um vazador de
rolhas, foram inoculados em um frasco do tipo erlenmeyer, com capacidade para
250 mL, contendo 100 mL de MEB (item 3.2.4) e incubados por 7 a 15 dias, a
28°C, em agitacdo a 120 rpm. O caldo (fase aquosa) foi filtrado a vacuo, em funil
de porcelana e papel filtro previamente autoclavados, e transferido para funil de
separacgao. Foi adicionado igual volume de acetato de etila, agitado vigorosamente
e, depois de separadas as fases, foi coletada a fase aquosa (de baixo), enquanto
a fase organica (de cima) foi reservada em frasco apropriado. Foi repetido o
procedimento com a fase aquosa por mais duas vezes. A fase organica resultante
foi adicionado sulfato de sédio anidro, até secar completamente o residuo aquoso.
Apos filtrado, o extrato foi colocado em rotaevaporador até evaporacgao total do

solvente, pesado e armazenado em freezer. O extrato bruto foi redissolvido em
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metanol (MeOH, gradiente para HPLC - High Performance Liquid

Chromatography) para a condugao do bioensaio.

3.4.3.3.2. Bioautografia em placas de cromatografia de camada delgada

(CCD) pelo método agar-overlay

Apos obtidos os extratos brutos dos fungos endofiticos, procedeu-se a
investigacao da atividade antibacteriana in vitro pela técnica de bioautografia em
placas de cromatografia de camada delgada (CCD) pelo método agar-overlay
(RAHALISON et al., 1991). Inicialmente as linhagens referéncia (Tabela 2) foram
inoculadas em caldo Mueller Hinton para reativar as culturas e para checar a
viabilidade e a pureza dos microrganismos-teste. Foram preparadas diluicdes
seriadas até 10”7 em tubos de ensaio com solugdo salina a 0,85% (item 3.3.20).
Uma aliquota de 100 pL foi retirada da diluicdo 10, e transferida para outro tubo
contendo 10 mL de caldo Mueller Hinton, homogeneizada em vortex e incubada a
37°C por 48 horas. Foram preparadas as placas de cromatografia fina ou de
camada delgada (CCD, 20 X 20 cm), cortando-se em quadrados 6 X 6 cm, e
dividindo-os em 4 quadrados de 1,5 cm cada. No canto superior esquerdo foi
realizado um pequeno corte para referéncia. Os extratos dissolvidos em metanol
na concentragao final de 10 mg/mL foram aplicados em duplicata na placa, nas
quantidades de 5 e 10 uL, um extrato por fileira. A quarta e ultima linha foi
reservada para o controle positivo, uma solug¢ao alcodlica de cloranfenicol de 20
mg/mL. Foi utilizada uma placa para cada microrganismo-teste. Para adicionar a
linhagem referéncia, foram utilizados tubos com 10 mL de agar Mueler Hinton
fundido mantidos em banho-maria a 50°C. Foram inoculados nestes tubos 100 pL
da bactéria referéncia, homogeneizados em vortex e seu conteudo dispensado
sobre a placa de CCD, contendo os extratos e o controle. As placas foram
deixadas entreabertas em fluxo laminar até a completa solidificagdo do meio,
depois tampadas (sem vedacao) e mantidas nesta posi¢cao durante incubagao em
estufa a 37°C por 24 horas. As placas foram borrifadas com solugdo aquosa de

MTT (2,5 mg/mL) e novamente incubadas por uma a duas horas a 37°C. O
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resultado da atividade foi detectado por meio da formacédo de um halo de inibigdo
esbranquicado contra um fundo roxo, podendo ser medido o diametro deste halo e

expresso em milimetros.

3.4.4. Obtencao de colonias monospéricas

Para obtencdo de colénias monospéricas, os fungos endofiticos foram
inoculados em meio BDA (item 3.2.1), pH 6,8, a 28°C. Apés 10 a 14 dias, com
auxilio de um bisturi esterilizado, o micélio foi coletado e imerso em 5 mL de
solugdo de tween 80 a 0,1% (item 3.3.19), macerado com bastdo de vidro
esterilizado, filtrado em seringa com 1a de vidro autoclavada, lavado com solugao
salina a 0,85% (item 3.3.20) e coletado em tubo tipo Falcon de 15 mL. O volume
foi completado para 14 mL com solugéo salina a 0,85%. A solugéo foi centrifugada
a 3500 rpm por 4 minutos, descartando-se o sobrenadante e suspendendo-se o
precipitado com 500 yL de solugao salina a 0,85%. Em Camara de Neubauer
foram contados os esporos e a suspensao foi diluida até conter 10° a 107 esporos
por mL. Inocularam-se 100 pyL da solug&o de esporos em quatro placas de Petri,
incubando-se em estufa a 28°C. Ao germinarem 0s esporos procedeu-se 0

isolamento de colénias monosporicas para posterior extracao de DNA.

3.4.5. Extracao de DNA

DNA de isolados endofitos foram extraidos utilizando o protocolo de
RAEDER e BRODA (1985), modificado por BLANCO (1999), adaptando-o quando
necessario. Com auxilio de uma espatula esterilizada, o micélio foi coletado em
solucdo de tween 80 a 0,1% (item 3.3.19) e aproximadamente 10° a 10’ esporos
foram inoculados em 100 mL de Meio Completo Liquido (item 3.2.10) e mantidos
sob agitagdo (120 rpm), a 28°C, por dois a trés dias. O micélio crescido foi filtrado
a vacuo, liofilizado, triturado com adi¢céo de nitrogénio liquido e colocado em tubos

para microcentrifuga. A cada grama de micélio foram acrescentados 4 mL de
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Tampéo de Extracdo (item 3.3.12). ApOs agitacdo em vortex, os tubos foram
imersos por 15 a 20 minutos em banho-maria a 70°C. Um volume de fenol
saturado foi acrescentado, as fases misturadas e os tubos centrifugados a 5000
rom por 15 minutos. A fase aquosa foi coletada em tubos limpos, adicionado a
esta um volume de Clorofane (item 3.3.2), as fases misturadas e os tubos
novamente centrifugados. O mesmo procedimento foi adotado para a adicdo de
um volume de Clorofil (tem 3.3.1). A fase aquosa foram adicionados
vagarosamente dois volumes de etanol P.A. resfriado a -20°C. Os tubos foram
mantidos a -20°C por 1 hora, centrifugados a 10000 rpm por 20 minutos e o
sobrenadante desprezado. Foram adicionados 500uL de etanol 70% e os tubos
foram centrifugados a 10000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e
os tubos foram deixados para a secagem do pellet. O DNA foi ressuspendido
cuidadosamente em 200 pyL de tampéao TE (item 3.3.13). Foi adicionada RNAse
(50 ug/mL) (item 3.3.7), e os tubos foram incubados em banho-maria a 37°C por
uma hora. O tratamento com Clorofil (item 3.3.1) foi repetido, seguido da adi¢ao de
10% de acetato de sédio 3M, precipitagdo com etanol absoluto, lavagem com
etanol 70%, secagem do pellet e ressuspensao em 200 pL de tampao TE. O DNA
foi quantificado e sua integridade verificada em gel de agarose a 0,8% (item 3.3.5),

utilizando-se o padréao de peso molecular fago lambda Hind lll.

3.4.6. Analise da variabilidade genética por RAPD

Inicialmente foi otimizada a reacdo de amplificacdo, testando as
concentracbes de DNA e cloreto de magnésio. Foram ensaiadas concentragdes
de DNA de 25 a 200 ng/reagao, concentragdes de cloreto de magnésio de 2, 3 e 4
mM e foram selecionados os oligonucleotidios. Para cada reacdo foram
adicionados: agua milli-Q autoclavada; tamp&o PCR 1X; 0,2 mM de cada dNTP;
10 pMol de oligonucleotideo; 3 mM de MgCly; 1,5 U de Tag DNA polimerase; e 50
ng de DNA, totalizando um volume final de 25 uL. Foi utilizado o termociclador
Eppendorf (Mastercycler Gradient®) sendo cada reagdo submetida a 40 ciclos

apos desnaturagao inicial a 94°C por 4 minutos. Cada ciclo consistiu de 1 minuto a
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94°C, 1 minuto e 30 segundos a 37°C e 2 minutos a 72°C. Ao término dos 40
ciclos realizou-se uma extensao final de 3 minutos a 72°C.

Para a analise do polimorfismo, os produtos de amplificacdo foram
separados por eletroforese (3 V/cm) em gel de agarose 1,5% (item 3.3.6), corados
por 15 minutos com solugdo de Brometo de Etidio (item 3.3.8), observados em
transiluminador de UV e fotodocumentados. O DNA /adder de 100 pb foi utilizado
como marcador de peso molecular.

A andlise da variabilidade genética foi realizada agrupando as linhagens
segundo os principios adotados em taxonomia numérica. Foi utilizado o
coeficiente de similaridade Jaccard, que permite calcular similaridades com base
em variaveis binarias (0 para auséncia e 1 para presenga de banda), segundo a
formula J = M/P, onde M é o numero de concordancias positivas, € P 0 niumero
total de variaveis (bandas) menos o numero de concordancias negativas. As
unidades (linhagens) foram agrupadas por meio do método UPGMA (Unweighted
Pair-Group Method with Arithmetical Average), modelo de agrupamento
hierarquico que permite a construgao de dendrogramas (SNEATH; SOKAL, 1973).

As matrizes e os dendrogramas foram elaborados com auxilio do programa
NTSYS-PC (Numerical Taxonomy System of Multivariate) (ROHLF, 1988). A partir
do dendrograma foi gerada uma matriz cofenética com auxilio do programa
NTSYS, que foi comparada pelo teste de correlacdo de matrizes de Mantel, com a
matriz de similaridade inicialmente obtida com os marcadores RAPD.

A confiabilidade dos agrupamentos dos dendrogramas foi testada por meio
de analise bootstrap com 10000 reamostragens, segundo FELSENSTEIN (1985),
utiizando o software Bood v3.04 (COELHO, 2005). Foram considerados
consistentes os agrupamentos que apresentaram P maior ou igual a 70%, sendo P
a frequéncia de determinado agrupamento no conjunto dos dendrogramas
resultantes das repeti¢cdes bootstrap.

Foi realizada uma analise de varidncia dos marcadores RAPD (AMOVA)
utilizando o software Arlequin (SCHNEIDER; ROESSLI; EXCOFFIER, 2000).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Isolamento de microrganismos endofiticos de espinheira-

santa
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Foram isolados no total 915 enddfitos de diferentes tecidos da planta

espinheira-santa, entre eles 793 fungos filamentosos, 1 actinomiceto e 121

bactérias. A Tabela 4 e a Figura 4 comparam os resultados obtidos quanto a

proporgao de cada tipo de microrganismo sobre o total de isolados, nas sete

coletas realizadas.

TABELA 4: Porcentagem de microrganismos endofiticos isolados de espinheira-santa em

sete periodos de coleta

Coleta Orgido da planta Fungos filamentosos  Bactérias Actinomicetos

(%) (%) (%)

1 folhas 83,82 16,18 0

2 folhas 96,18 3,82 0

3 folhas 96,26 3,74 0

4 folhas 91,57 8,43 0

5 sementes 22,00 78,00 0

6 sementes 33,96 64,15 8

7 peciolos 77,78 22,22 0
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FIGURA 4: Porcentagem de microrganismos endofiticos isolados de espinheira-santa em
cada isolamento

100 -
801

60 1
O Actinomicetos (%)

40+ Wl Bactérias (%)

@ Fungos filamentosos (%)

% de isolados

20+

0
> @
&

@
N

I
N &

NS
(o)
S

< o

<« K

Observando a Figura 4, pode-se concluir que nos isolamentos de folhas e
peciolos de espinheira-santa, os fungos filamentosos foram mais freqlientes do
que as bactérias. Ja em sementes ocorreu o inverso, sendo predominante o
isolamento de bactérias. Estes resultados estdo de acordo com PETRINI, STONE
e CARROL (1982), que observaram a ocorréncia de transmissao horizontal de
fungos pelo ar (air-borne fungi) em plantas lenhosas, enquanto em gramineas
(POACEAE) foi relatada a transmissao vertical, isto €, via semente. Segundo
SOUZA (2004), as folhas dos vegetais hospedeiros devem ser provavelmente a
primeira porta de entrada para os microrganismos, pois apresentam tecidos mais
frageis e expostos pela presengca dos estdmatos, ocorrendo posteriormente a
migragao para os outros tecidos da planta. Deve-se destacar que provavelmente
houve outros fatores que resultaram em uma ocorréncia maior de fungos isolados
a partir de folhas do que sementes e peciolos. Primeiramente, o numero de
coletas e isolamentos de folhas foi maior (quatro) do que em sementes (dois) e
peciolos (um). Em segundo lugar, fatores como o niumero maior de fragmentos
testados e os meios de cultura utilizados, podem ter favorecido o crescimento de
fungos em relagédo as bactérias e actinomicetos. Nos peciolos, apesar de menor

variedade de morfotipos do que nas folhas, os microrganismos ali presentes
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podem ser considerados como endofitos mais potencialmente colonizadores e
mais competitivos no interior da planta.

No isolamento 4, foi utilizada somente a temperatura de incubacgéo de 18°C,
e o meio AC, visando aumentar o numero de actinomicetos isolados. Os
actinomicetos sao frequentemente relatados na literatura como produtores de
substancias antimicrobianas (ARAUJO, SILVA e AZEVEDO, 2000; CASTILLO et
al., 2002; PULLEN et al., 2002). Mesmo modificando a metodologia, ndo se obteve
isolamento de nenhum actinomiceto endofitico de folha, nem peciolo, apenas de

semente de espinheira-santa.

4.1.1. Isolamento e identificagcao de fungos endofiticos

Foram isolados 743 fungos endofiticos nas quatro coletas de folhas, 21 de
peciolos e 29 nos dois isolamentos de sementes, totalizando 793 enddfitos
(Tabela 5).

Considerando as caracteristicas morfolégicas das colonias e a observagao
de microcultivo em microscopio o6tico, foi possivel sugerir a identificagcao de alguns
isolados de fungos ao nivel de género. As Figuras 5 a 10 mostram a macro e
micromorfologia de seis géneros de fungos ja identificados.

Cerca de 60% dos isolados fungicos nao produziram estruturas de
reprodugcdo em meio de cultura, nas condi¢des utilizadas neste trabalho, e
portanto ndo puderam ser identificados. No entanto, foram agrupados segundo
caracteristicas macroscopicas em outros 13 grupos (Tabela 5 e Figura 11).

Na Tabela 5 pode-se perceber a predominancia do grupo | entre os fungos
isolados de sementes de espinheira-santa. Tal grupo € composto por fungos de
micélio algodonoso, de coloragédo branca e taxa rapida de crescimento. O mesmo
grupo foi também o mais frequente a partir de folhas e peciolos, reforcando a
natureza endofitica dos isolados. Dentro deste grupo, trés isolados puderam ser
identificados como Pestalotiopsis sp. (SD01, SD07 e SV12), género

frequentemente citado na literatura como produtor de compostos bioativos
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(RODRIGUES; HESSE; WERNER, 2000; LI ; STROBEL, 2001; STROBEL et al.,
2002).

Em folhas de espinheira-santa, os géneros isolados com maior frequéncia
foram: Alternaria sp. (28%), Colletotrichum sp. (6,1%), Bipolaris sp. (3,2%),
Guignardia sp. (1,6%) e Cladosporium sp. (1,1%). Em peciolos, foram isolados os
géneros Alternaria sp. (9,5%) e Cladosporium sp. (4,7%), e em sementes
Cladosporium sp. (13,3%) e Pestalotiopsis sp. (10%).

O género Colletotrichum é um dos enddfitos isolados com maior frequéncia
a partir de diversas plantas hospedeiras. Foi considerado dominante em Citrus
(ARAUJO et al., 2001), gengibre (BUSSABAN et al., 2001), macad (CAMATTI-
SARTORI et al., 2005), café (SANTAMARIA; BAYMAN, 2005), e ainda nas plantas
medicinais Artemisia annua (Anacardiaceae) (LU et al.,2000), Artemisia mongolica
(Asteraceae) (ZOU et al.,, 2000), Himatanthus sucuuba (Apocynaceae)
(MAGALHAES, 2001), Heterosmilax japonica (GAO et al., 2005).

Neste trabalho o género Colletotrichum nao é o dominante, mas foi
constatada especificidade deste endoéfito por tecido, ou melhor, preferéncia por
folhas. O mesmo ocorreu com relagéo a Alternaria sp., Bipolaris sp. e Guignardia

sp. Ja Cladosporium sp. foi isolado de todos os tecidos de espinheira-santa.



63

TABELA 5: Numero de isolados de fungos endofiticos pertencentes a 6 géneros e 13 grupos morfologicamente distintos, a partir de
folhas, peciolos e sementes de espinheira-santa (Maytenus ilicifolia)

GENEROS FOLHAS PECIiOLOS SEMENTES TOTAL
Alternaria sp. 209 2 0 211
Colletotrichum sp./Glomerella sp. 45 0 0 45
Bipolaris sp. 24 0 0 24
Cladosporium sp. 8 1 4 13
Phyllosticta sp./Guignardia sp. 12 0 0 12
Pestalotiopsis sp. 0 0 3 3
FUNGOS NAO IDENTIFICADOS FOLHAS PECIOLOS SEMENTES TOTAL
| — micélio algodonoso, coloragéo branca; taxa de crescimento rapido 246 5 14 265
Il — micélio compacto, coloragdo marrom; taxa de crescimento lento 83 0 4 87
Il — micélio aveludado, coloragdo acinzentada; taxa de crescimento lento 41 2 0 43
IV — micélio felpudo, coloragéo branca; taxa de crescimento rapido 26 5 0 31
V — micélio compacto, coloragao acinzentada; taxa de crescimento lento 20 0 0 20
VI — micélio compacto, coloragédo branca; taxa de crescimento lento 7 1 2 10
VII — micélio compacto, coloragéo verde-clara; taxa de crescimento lento 2 5 2 9
VIII — micélio aveludado, coloragdo marrom; taxa de crescimento lento 7 0 0 7
IX — micélio aveludado, coloragéo branca; taxa de crescimento rapido 7 0 0 7
X — micélio compacto, com bordos irregulares, coloragdo acinzentada e branca; taxa de 3 0 0 3
crescimento rapido

XI — micélio de coloragéo branca, com esporulagdo escura; taxa de crescimento rapido 1 0 0 1
Xl — micélio compacto, aveludado, coloragdo verde-clara, produgdo de pigmento 1 0 0 1
esverdeado em meio BDA; taxa de crescimento lento

XIII — micélio compacto, com bordos irregulares, coloragdo salméo, producdo de pigmento 1 0 0 1

marrom em meio BDA; taxa de crescimento lento

TOTAL 743 21 29 793
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FIGURA 5: Macro e micromorfologia de Alternaria sp., isolado AD99

A: Macromorfologia apés 15 dias de crescimento em meio Sabouraud a 28°C. B:
Micromorfologia de conidios, apds 15 dias de crescimento em microcultivo em meio BDA
a 28°C; coloragao lactofenol azul de algodao; aumento de 400 X

FIGURA 6: Macro e micromorfologia de Bipolaris sp., isolado FV123

A: Macromorfologia apés 15 dias de crescimento em meio Sabouraud a 28°C. B:
Micromorfologia de conidios e conidiéforo, apds 15 dias de crescimento em microcultivo
em meio BDA a 28°C; coloragéo lactofenol azul de algodao; aumento de 400 X
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FIGURA 7: Macro e micromorfologia de Cladosporium sp., isolado AV165

A: Macromorfologia apés 15 dias de crescimento em meio BDA a 28°C. B:
Micromorfologia de conidios e conidiéforos, apds 15 dias de crescimento em microcultivo
em meio BDA a 28°C; coloragéo lactofenol azul de algoddo; aumento de 400 X

FIGURA 8: Macro e micromorfologia de Pestalotiopsis sp., isolado SD0O7

A: Macromorfologia apés 15 dias de crescimento em meio BDA a 28°C. B:
Micromorfologia de conidios, apds 15 dias de crescimento em microcultivo em meio BDA
a 28°C; coloragao lactofenol azul de algodao; aumento de 400 X
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FIGURA 9: Macro e micromorfologia de Colletotrichum sp., isolado COL13

A: Macromorfologia apés 15 dias de crescimento em meio Sabouraud a 28°C. B:
Micromorfologia de conidios e apressorios, apés 15 dias de crescimento em microcultivo
em meio BDA a 28°C; coloragao lactofenol azul de algodao; aumento de 400 X

FIGURA 10: Macro e micromorfologia de Phyllosticta capitalensis (Guignardia
mangiferae), isolado 79

A: Macromorfologia apés 24 dias de crescimento em meio BDA a 28°C. B:
Micromorfologia de conidio, apdés 24 dias de crescimento em meio BDA a 28°C,
mostrando apéndice mucilaginoso; coloracao lactofenol azul de algodao; aumento 400 X.
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FIGURA 11: Macromorfologia dos grupos de fungos endofiticos isolados de espinheira-
santa em diferentes meios de cultura, pH e periodo de crescimento.

Grupo | - SV05 Grupo lll - FV127 Grupo IV - FV32
BDA; pH 6,8; 19 dias MC; pH 5,8; 31 dias MC; pH 5,8; 8 dias

N

Grupo V — 42 Grupo VI - AV106

Grupo VIII — AD95
BDA; pH 6,8; 31 dias BDA; pH 6,8; 19 dias MC; pH 5,8; 31 dias

Grupo IX - FV136 Grupo XII - FV113 Grupo XVIII — FAC32
MC; pH 5,8; 14 dias MC pH 5,8 14 dias BDA: pH 6,8; 31 dias
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4.1.2. Isolamento e identificacao de bactérias endofiticas

Foram isoladas 42 bactérias endofiticas nos quatro isolamentos a partir de
folhas, 6 de peciolos e 73 nos dois isolamentos de sementes, totalizando 121
enddfitos. Estes foram agrupados em seis morfotipos, cinco deles mostrados na
Figura 12. A Tabela 6 reune os morfotipos, baseados em caracteristicas
macroscopicas e coloracdo de Gram.

Na Tabela 6 observa-se maior propor¢cao de isolamento de bacilos Gram
negativos de coloragdo rosada, tanto em folhas, como peciolos e sementes. E
possivel que sejam transmitidas pela semente (transmissao vertical), podendo
colonizar a planta desde as primeiras fases de crescimento, revelando uma
interacao bem estabelecida com a sua hospedeira e talvez vantajosa para ambas.
PENNA (2002) também isolou bactérias semelhantes, de colénias de coloragao
vermelho-rosada, como endofiticas de sementes de erva-mate, porém observou

uma maior frequéncia de Gram positivas (80%).



TABELA 6: Morfotipos das bactérias endofiticas isoladas de sementes de espinheira-santa
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Morfotipos Macromorfologia Micromorfologia FOLHAS PECIOLOS SEMENTES TOTAL

1 Colbnia puntiforme, de coloragao rosada, bacilo gram 16 4 29 49
circular, lisa, convexa baixa, cremosa, opaca, negativo
brilhante

2 Colbnia puntiforme, de coloragao branca, estafilococo 9 0 12 21
circular, lisa, convexa baixa, cremosa, opaca,
brilhante

3 Colbnia puntiforme, de coloragéo alaranjada, bacilo gram 6 0 9 15
circular, lisa, convexa baixa, cremosa, opaca, negativo
brilhante

4 Colbnia puntiforme, de coloragéo beje, circular, bacilo gram 2 1 7 10
lisa, convexa alta, cremosa, opaca, brilhante negativo

5 Colbnia puntiforme, de coloragdo amarela ouro, bacilo gram 4 1 5 10
circular, lisa, convexa alta, cremosa, opaca, negativo
brilhante

6 Colbnia puntiforme, de coloragao branca, bacilo gram 5 0 11 16
circular, bordos ondulados, convexa alta, negativo
cremosa, translucida, brilhante

TOTAL 42 6 73 121
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FIGURA 12: Macromorfologia de cinco morfotipos de bactérias isoladas de espinheira-
santa.

Legenda: A — Morfotipo 1; B - Morfotipo 2; C — Morfotipo 3; D — Morfotipo 4; E — Morfotipo
5; crescimento em meio NA, a 28°C, por 24 horas.
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Considerando os dois isolamentos de sementes de espinheira-santa, foram
plaqueados no total 800 fragmentos e obtidos 103 isolados, o que representa uma
porcentagem de isolamento de aproximadamente 12,8%, mais elevada que a
encontrada por PENNA (2000), que observou a frequéncia de 9,6% de
microrganismos isolados de sementes de erva-mate. CARROLL (1988) citou que,
entre os vegetais superiores, apenas em gramineas € comum a ocorréncia de
transmissédo de enddfitos via sementes, tanto de fungos (SCHARDL, 2001;
SCOTT, 2001), como de bactérias, estas em maior propor¢céo, devido a
colonizacdo durante o préprio processo de formagdo da semente (transmissao
vertical), dependendo principalmente do tipo de membrana que a protege
(HALLMANN et al., 1997). De plantas citricas, por exemplo, n&o foram isolados
enddfitos de sementes por ARAUJO et al. (2001) nem por GLIENKE-BLANCO et
al. (2002).

4.3. Estudo do antagonismo dos isolados contra patégenos

Para os ensaios de antagonismo, foram utilizados 109 isolados endofiticos
(39 fungos e 70 bactérias), selecionados ao acaso e procurando abranger todos
os grupos ou morfotipos caracterizados na amostra. Por esta metodologia, ainda
foram testadas 16 linhagens monospodricas de Colletotrichum sp., género
selecionado para a analise de variabilidade genética por meio de marcadores
RAPD (Tabela 7).
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TABELA 7: Microrganismos endofiticos de espinheira-santa selecionados para os testes
de antagonismo contra fungos patégenos humanos e de plantas.

Fungos Bactérias endofiticas Linhagens monospéricas de
endofiticos Colletotrichum spp.
COL13 S1 SDO02 CcoL1
AD95 S3 SDO03 COL2
AD99 S4 SD04 COL3
AV70 S5 SD05 coL4
AV106 S6 SD06 COL5
AV165 S7 SD09 COL6
FD21 S13 SD10 COL7
FD62 S14 SD11 CcoL8
FD75 S15 SD13 COL9
FD76 S16 SD14 CoL10
FD86 S17 SD15 COoL11
FD90 S18 SD16 coL12
FV06 S19 SD17 COoL13
FV12 S20 SD18 COL14
FV20 S21 SD19 COL15
Fv28 S22 SD20 COL16
FVv32 S23 SD21
FVv92 S24 SD22
FV112 S25 SD23
FV113 S29 SD24
FV123 S30 SD28
Fv127 S31 SD30
FV136 S32 SV02
FV138 S33 SV04
FV143 S34 SVo7
FV146 S35 SV08
42 S36 SV09
79 S37 SV14
SDO1 S38 SV15
SDO07 S40 SV16
SD26 S41 SV17
SD27 S42 SV18
SD31 S43
SD32 S44
SVO03 S45
SV05 S46
SV10 S47
SV12 S50

SV20
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4.3.1. Atividade antifungica em meio sélido

Nos testes de antagonismo dos microrganismos endofiticos selecionados
contra patégenos de plantas, observou-se producédo de halo de inibicdo de um
fungo denominado FV113, isolado de folha, frente a linhagem 151-2 de Fusarium
sp (Figura 13). Outro isolado fungico, FAC32, inibiu o crescimento do mesmo
patéogeno (Figura 14). Estes enddfitos ndo produziram esporos ou corpos de
frutificacdo em placas e laminas de microcultivo e ndo puderam ser identificados.
Trés bactérias endofiticas isoladas de sementes inibiram este mesmo patdgeno,
S1 (Figura 15) S4 e S24 (Figura 16). A bactéria antagonista S1 foi identificada
como Enterobacter cloacae e S4 e S24 como Staphylococcus sp. HINTON e
BACON (1995) também observaram atividade antagonista de Enterobacter

cloacae, isolada endofiticamente de milho, contra Fusarium moniliforme.
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FIGURA 13: Antagonismo contra o fungo patogénico de milho Fusarium sp., linhagem 151-
2; halo de inibicao frente ao fungo endofitico FV113.

FIGURA 14: Antagonismo contra o fungo patogénico de milho Fusarium sp., linhagem 151-
2; halo de inibigao frente ao fungo endofitico FAC32.




75

FIGURA 15: Antagonismo contra o fungo patogénico de milho Fusarium sp., linhagem 151-
2; halo de inibicao frente a bactéria endofitica S1.

FIGURA 16: Antagonismo contra o fungo patogénico de milho Fusarium sp., linhagem 151-
2; halo de inibicao frente as bactérias endofiticas S4 e S24.
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O antagonismo contra o fungo Fusarium sp., patégeno da cultura de milho,
foi relatado por BACON et al. (2001), utilizando uma bactéria endofitica, Bacillus
subtilis. Os autores ressaltaram a importancia destes resultados, ja que esta
bactéria ocupa o0 mesmo nicho dentro da planta, e pode ser considerada uma
homodloga ecoldgica do fungo Fusarium moniliforme, e 0 mecanismo biolégico
inibitério, independente do modo de agao, deve operar segundo o principio da
exclusdo competitiva. Além desta bactéria, uma espécie de Trichoderma
patogeno.

WICKLOW et al. (2005) observaram uma relacdo antagonistica do fungo
endofitico de milho Acremonium zeae contra Fusarium verticillioides. Nos ensaios
em placas com meio BDA, dois entre treze isolados de A. zeae (NRRL 6415 e
NRRL 34556) inibiram o crescimento dos fungos Aspergillus flavus e Fusarium
verticillioides.

CAO et al. (2005) constataram antagonismo de actinomicetos contra o
patdgeno Fusarium oxysporum f. sp. cubense, destacando-se a linhagem S96 de
Streptomyces sp., que mostrou resultados promissores em ensaios de controle
bioldgico in vivo.

TAECHOWISAN et al. (2005) também verificaram antagonismo contra
Fusarium oxysporum, patégeno de banana e trigo, frente ao actinomiceto
Streptomyces aureofaciens, tanto em placa de Petri, por pareamento, como por
testes de atividade do filtrado e do extrato do enddfito.

Como pode ser observado na Figura 17, em relagdo ao patégeno de café
Trichoderma sp., linhagem CNBP;F 3, foi verificada producédo de halo de inibicao
frente a um fungo denominado FV123, identificado como Bipolaris sp. O mesmo
foi observado frente a um isolado de semente, SD26 (Figura 18), possivelmente
um actinomiceto, e ainda frente a um fungo isolado de semente, SV05 (Figura 19),
nao identificados. Entre as bactérias endofiticas testadas, nenhuma inibiu o

crescimento de Trichoderma sp.
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FIGURA 17: Antagonismo contra o fungo patogénico de café Trichoderma sp., linhagem
CNBPF ¢, halo de inibigao frente ao fungo endofitico Bipolaris sp.

FIGURA 18: Antagonismo contra o fungo patogénico de café Trichoderma sp., linhagem
CNBPF¢; halo de inibigao frente a SD26.
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FIGURA 19: Antagonismo contra o fungo patogénico de café Trichoderma sp., linhagem
CNBP.F¢; halo de inibigao frente ao fungo isolado de semente SVO05.

Os resultados de antagonismo contra o patégeno de café Trichoderma sp.
contrariam os dados da literatura, em que normalmente o Trichoderma € o agente
controlador biolégico de fungos patogénicos, e ndo o patdégeno inibido.

BENITEZ et al. (2004) publicaram uma revisdo sobre os mecanismos de
biocontrole de linhagens de Trichoderma, atribuindo seu sucesso a diversas
caracteristicas peculiares destes fungos, como uma alta capacidade reprodutiva,
capacidade de sobreviver sob condi¢cdes bastante desfavoraveis, eficiéncia na
utilizagdo de nutrientes, capacidade de modificar a rizosfera, forte agressividade
contra o fungo fitopatogénico, e eficiéncia em promover o crescimento da planta e
mecanismos de defesa. Tais caracteristicas de alta patogenicidade deste fungo
tornam os resultados obtidos neste trabalho ainda mais interessantes e
merecedores de investigacdo mais aprofundada, como por exemplo, a mudanca

na taxa de esporulagéo do fitopatdgeno na presenga destes enddfitos.
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Os resultados do antagonismo contra Guignardia citricarpa PC13 revelaram
inibicdo de crescimento frente aos endofitos Cladosporium sp. (Figuras 20); AV106
(Figura 21); FD90 (Figura 22); FV113 (Figuras 23); e FV138 (Figura 24), fungos
nao identificados. As bactérias endofiticas ndo apresentaram capacidade de inibir

in vitro o crescimento deste importante patégeno de plantas citricas.

FIGURA 20: Antagonismo contra o fungo Guignardia citricarpa, agente causal da Mancha
Preta em Citros, linhagem PC13; inibicdo na presenga do enddfito Cladosporium sp.

Cladosporium sp.
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FIGURA 21: Antagonismo contra o fungo Guignardia citricarpa, agente causal da Mancha
Preta em Citros, linhagem PC13; inibicdo na presenca do endéfito AV106, nao identificado

Legenda: A — frente; B - verso da placa

FIGURA 22: Antagonismo contra o fungo Guignardia citricarpa, agente causal da Mancha
Preta em Citros, linhagem PC13; inibicdo na presenga de FD90, n&o identificado
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FIGURA 23: Antagonismo contra o fungo Guignardia citricarpa, agente causal da Mancha
Preta em Citros, linhagem PC13; inibicdo do crescimento do patégeno na presenca do
enddfito FV113, ndo identificado

Legenda: A — frente; B — verso da placa

FIGURA 24: Antagonismo contra o fungo Guignardia citricarpa, agente causal da Mancha
Preta em Citros, linhagem PC13; inibicdo na presenca de FV138, fungo nao identificado.
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Apenas dois isolados fungicos inibiram o patégeno Fonsecaea pedrosoi
Fp18, o FD90 (Figura 25) e o FV127 (Figura 26), ambos nao identificados.

FIGURA 25: Antagonismo contra o fungo Fonsecaea pedrosoi, linhagem Fp18, causadora
da cromoblastomicose em humanos; inibicdo do crescimento do patdgeno diante do
enddfito FD90, n&o identificado.

FD9O

FIGURA 26: Antagonismo contra o fungo Fonsecaea pedrosoi, linhagem Fp18, causadora
da cromoblastomicose em humanos; inibigdo frente ao endéfito FV127, ndo identificado.
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A fim de se investigar a possibilidade de produg¢ao de substancias inibidoras
volateis pelos endofitos, foram testados alguns isolados que haviam formado halos
de inibicdo contra patégenos nos ensaios de confronto direto em placa, utilizando
o método de DICK e HUTCHINSON (1966), com algumas modificagbes. Ao invés
das placas sobrepostas, foram usadas placas descartaveis com divisoria,
impedindo o contato direto entre os antagonistas e os patdogenos. Foram
ensaiados os fungos FV113 contra a linhagem 151-2 de Fusarium sp., e AV106,
FD90 e FV113 contra a linhagem PC13 de Guignardia citricarpa.

As Figuras 27 a 29 ilustram os resultados dos testes de inibigdo por
volatilidade. O enddfito FV113 nao foi capaz de inibir o crescimento de Fusarium
sp., como mostra a Figura 27. Em alguns dias o patdgeno ultrapassou a diviséria
da placa, porém nao houve contato direto entre os dois fungos, formando-se halo
de inibigdo por pareamento e nao por volatilidade (Figura 28). Desta forma, néo se
pode sugerir que o endofito FV113 produz substancias bioativas volateis contra o
patdbgeno de milho Fusarium sp. 151-2. Com relagdo a linhagem PC13 de
Guignardia citricarpa, este endofito ndo foi capaz de inibir o crescimento, porém
apresentou alteracdo na coloragdo de pigmento de verde para marrom na
presenga do patogeno (Figura 29). O fungo AV106 nao inibiu PC13 nos testes de
volatilidade. O mesmo ocorreu com relacdo a FD90, porém pode-se observar
modificagcdo na morfologia da colénia do enddfito (Figura 30), fato que merece
melhor investigacdo em trabalhos futuros, principalmente envolvendo alteracbes

na taxa de esporulacao destes fungos.
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FIGURA 27: Teste de volatilidade de substancias antimicrobianas entre os fungos FV113
e Fusarium sp. 151-2, mostrando inibicdo de crescimento do patégeno em relagdo ao
controle sem o enddfito apenas devido ao pareamento e ndo por substancias volateis.

FIGURA 28: Teste de volatilidade de substancias antimicrobianas entre os fungos FV113
e Fusarium sp. 151-2; nota-se o inicio da formag¢ao do halo de inibigdo de crescimento do
patégeno em relagéo ao controle sem o enddfito apenas devido ao pareamento e nao por
substancias volateis.
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FIGURA 29: Teste de volatilidade de substancias antimicrobianas entre os fungos FV113
e Guignardia citricarpa PC13, observando-se mudangas na coloragdo do pigmento
produzido pelo enddfito.

FIGURA 30: Teste de volatilidade de substancias antimicrobianas entre os fungos FD90 e
Guignardia citricarpa PC13, observando-se alteragdes na morfologia da colénia.

FD90
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4.2.2. Atividade antibacteriana em meio solido

Foram testadas as bactérias endofiticas isoladas de sementes de
espinheira-santa contra as bactérias patogénicas: Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Micrococcus Iuteus ATCC 9341, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (Tabela 4).

Com relagao a atividade antibacteriana dos fungos endofiticos contra as
linhagens referéncia, o isolado AD99, identificado como Alternaria sp. (Figura 31),
e o isolado FV113 (Figura 32), produziram halos de inibigdo contra Micrococcus
luteus ATCC 9341. ARAUJO, SILVA e AZEVEDO (2000) também verificaram
inibicdo de M. luteus, bem como de Staphylococcus aureus, por actinomicetos

endofiticos de folhas e raizes de milho.

FIGURA 31: Halo de inibicdo produzido por Alternaria sp. (AD99), na presenga de
Micrococcus luteus ATCC 9341.
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FIGURA 32: Halo de inibicao produzido pelo isolado FV113 na presenca de Micrococcus
luteus ATCC 9341.

FIGURA 33: Halo de inibicdo produzido por Pestalotiopsis sp. (SD0O7), na presenca de
Staphylococcus aureus ATCC 29213.
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O enddfito SDO7, identificado como Pestalotiopsis sp. (Figura 33), inibiu
Staphylococcus aureus ATCC 29213. Esta bactéria também foi inibida por extratos
do fungo endofitico Guignardia sp., isolado da planta medicinal Spondias mombin
(RODRIGUES; HESSE; WERNER, 2000). Metabdlitos ativos de Colletotrichum
sp., isolados endofiticamente da planta medicinal Artemisia annua, também
mostraram inibicao frente a S. aureus (LU et al., 2000). O mesmo fungo, isolado
como endofito de Artemisia mongolica, apresentou atividade contra S. aureus
(ZOU et al., 2000). CASTILLO et al. (2002) isolaram a substancia munumbicina B,
produzida por Streptomyces sp., endofitico de Kennedia nigriscans, que mostrou
acao contra S aureus resistente a meticilina (MRSA). Em 2004, CORRADO e
RODRIGUES testaram extratos de Phomopsis sp., enddfitos das plantas Spondias
mombin e Aspidosperma tomentosum, trés dos quais inibiram crescimento de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida
albicans.

Os 15 enddfitos que promoveram a formagédo de halo contra algum
patdégeno ensaiado, estdo listados na Tabela 8. Os demais 94 isolados nao
apresentaram atividade contra nenhum dos patégenos testados.

Além destes 15 endofitos, outros 22, apesar de nado promoverem a
formacao de halo de inibigdo, apresentaram um potencial para controle bioldgico
dos patégenos ensaiados, em especial as linhagens de Guignardia citricarpa
PC13 e PC3C, conforme mostram a Tabela 9 e as Figuras 34 a 43. Tais isolados
causaram inibicdo de crescimento por incompatibilidade vegetativa ou cresceram
sobrepondo-se ao micélio do patdgeno, justificando estudos mais aprofundados
em nivel citolégico, por meio de pareamento em Iaminas de microcultivo, podendo-
se inferir sobre o tipo de interagdo que ocorre entre as hifas de ambos os fungos,

bem como investigacdes sobre alteragdes na esporulagao dos patdogenos.



89

TABELA 8: Resultados dos testes de antagonismo de 15 endéfitos isolados de espinheira-
santa contra 6 patdgenos ensaiados, que formaram halos de inibicao

Patégenos ensaiados

7]
: 3
o 2 (%]

@ 3 g E‘ o "'EB © 8 3 § E

0 e § 33 §F 358 § 8 g,.%°

[} & by o Z O o [<J 1] o9 ) S S0

S 3 8% 59 232 8gP 530 gfo

G (o 2 58 Q£&82 O%R S3% Bak
Alternaria sp. AD99 - - - - + -
Bipolaris sp. FV123 - + - - - -
Cladosporium sp. AV165 - - - + - -
Pestalotiopsis sp. SDO7 - - - - - +
I SV05 - + - - - -
1] FVv127 - - + - - -
v FV138 - - - + - -
V FD90 - - + + - -
VI AV106 - - - + - -
VI SD26 - + - - - -
Xl FV113 + - - + + -
XI FAC32 + - - - - -
Morfotipo 2 S4 + - - - - -
Morfotipo 2 S24 + - - - - -
Morfotipo 6 S1 + - - - - -

Legenda: (+) halo de inibicao presente; (-) halo de inibicdo ausente
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TABELA 9: Resultados dos testes de antagonismo de 22 endéfitos isolados de espinheira-
santa contra 6 patdgenos ensaiados, que apresentaram potencial para controle bioldgico

Patégenos ensaiados

o c 2
N o gt‘ '('E“ © ':E“ © 3

0 ¢ § gz & F8& 8% sgo
Q &= N 02 E® E® 0 Qo = ®
5 § §% §9 9283 988 fs® EBR
o 1] C2 =5 &358 352 282 83

Alternaria sp. AD99 - - - + - -

Alternaria sp. FV06 - - - + - -

Colletotrichum sp. COL13 - - - - + +

Colletotrichum sp. coL10 - - - + -

[ AV70 - + + + - +

[ FD76 - - - - - +

[ FD86 - - - - + +

I FVv28 - - + + - -

I FV136 - - - + - -

I FV143 - + - - - +

I SDO01 - - + - - -

I SDO7 + - - + - -

[ SV03 + - + + + +

[ SV05 - - - - - +

I SV12 + - - - - -

Il FVv92 - - - + - -

v FD75 - - + - - +

v FV32 + - + - - -

v FV112 - - - - - +

v FV138 - - - - - +

VI SD26 - - - - + -

Xl FAC32 + - - - - -

Os isolados AV70, SV03 e FV28 apresentaram potencial para controle de
ambas as linhagens de G. citricarpa (PC13 e PC3C) testadas. Tais linhagens
foram isoladas como enddfitos, porém eventualmente podem tornar-se
patogénicas, causando a mancha preta em frutos de Citrus. A linhagem PC3C
apresenta resisténcia a altas concentragbes do fungicida benomyl (POSSIEDE,
2004), o que dificultaria o seu controle quimico caso manifestasse lesbes nos
frutos. Por esta razdo, estudos futuros envolvendo o controle biolégico deste
potencial fitopatégeno se mostram necessarios € merecedores de investigacdes

mais detalhadas.
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FIGURA 34: Pareamento frente ao fungo patogénico de milho Fusarium sp., linhagem 151-
2, mostrando o potencial dos isolados FV32 (A) e SV03 (B) para controle bioldgico.

FIGURA 35: Pareamento frente ao fungo patogénico de café Trichoderma sp., linhagem
CNBP,F, mostrando o potencial dos isolados FV28 (A) e FV143 (B) para controle
biolégico.
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FIGURA 36: Pareamento frente ao fungo patogénico de Citrus, Guignardia citricarpa,
linhagem PC3C, mostrando o potencial dos isolados AV70 (A) e FD75 (B) para controle
bioldgico.

FIGURA 37: Pareamento frente ao fungo patogénico de Citrus, Guignardia citricarpa,
linhagem PC3C, mostrando o potencial dos isolados FV28 (A) e SD01 (B) para controle
biolégico.
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FIGURA 38: Pareamento frente ao fungo patogénico de Citrus, Guignardia citricarpa,
linhagem PC13, mostrando o potencial do isolado FV28 para controle biolégico; em (A)
pareamento apos 7 dias e em (B) apds 14 dias.

FIGURA 39: Pareamento frente ao fungo patogénico de Citrus, Guignardia citricarpa,
linhagem PC13, mostrando o potencial do isolado AV70 para controle biolégico; em (A)
verso das placas com pareamento apos 14 dias e em (B) frente.
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FIGURA 40: Pareamento frente ao fungo patogénico de Citrus, Guignardia citricarpa,
linhagem PC13, mostrando o potencial dos isolados FV136 (A) e COL10 (B) para controle
bioldgico.

FIGURA 41: Pareamento frente a levedura Candida albicans ATCC 10231, mostrando o
potencial biotecnoldgico dos isolados FV112 (A) e SV03 (B).
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FIGURA 42: Pareamento frente ao fungo patogénico humano Fonsecaea pedrosoi,
linhagem Fp18, mostrando o potencial biotecnoldgico dos isolados COL13 (A) e SVO03 (B).

FIGURA 43: Pareamento frente ao fungo patogénico humano Fonsecaea pedrosoi,
linhagem Fp18, mostrando alteragdes na morfologia da colénia provocadas pela presencga
do isolado SD26, comparando-se com o controle sem o enddfitico.
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4.2.3. Bioautografia em cromatografia de camada delgada (CCD)

pelo método agar-overlay

Foram obtidos cinco extratos brutos dos fungos selecionados: AD95,
AV165, FD90, FV113, FV127 e FV146. O acetato de etila foi o solvente utilizado
para a obtencdo dos extratos, e o metanol foi usado para ressuspender os
mesmos numa concentragao de 10 mg/mL. Nas primeiras duas colunas verticais
das placas de silica foram aplicados 5 yL da solugéo do extrato a 10 mg/mL, e nas
duas ultimas colunas 10 yL. Nas trés primeiras linhas horizontais foram aplicados
os extratos e na quarta linha o controle positivo, uma solugédo de cloranfenicol na
concentragdo de 20 pg/mL. A bioautografia em CCD foi ensaiada contra as
bactérias Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 29213.

FIGURA 44: Bioautografia em cromatografia de CCD pelo método agar overlay
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Como mostra a Figura 44, ndo foram constatados halos de inibigdo
produzidos pelos extratos avaliados, nos ensaios com as linhagens referéncia
Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 29213, apenas pelo
controle positivo, o cloranfenicol, como esperado. Em experimentos futuros, estes

e outros extratos deverao ser testados frente as demais linhagens referéncia.

4.4. Caracterizacao morfolégica e molecular de isolados

endofiticos de Colletotrichum spp.

Neste estudo, ndo foi constatada atividade antagonista ou antimicrobiana
de Colletotrichum frente as linhagens referéncia ensaiadas, no entanto, este grupo
foi selecionado para caracterizagdo molecular por RAPD, por diversas razdes.
Primeiramente, trata-se de um fungo de facil cultivo e rapida identificacao
morfolégica em nivel macro e microscépico. Em segundo lugar, tem sido
frequentemente isolado como endoéfito em diversas plantas hospedeiras, muitas
vezes destacando-se como género dominante. Neste trabalho, foi o quarto grupo
de fungos isolados com maior freqiiéncia, em numero suficiente para o estudo de
sua caracterizagdo molecular por RAPD. Trata-se de um fungo isolado como
endofitico em espinheira-santa, contudo é descrito como um importante patégeno
em outras culturas. Na literatura, varios enddfitos deste género tém sido descritos
como potenciais produtores de substancias antimicrobianas, como é o caso do
acido coletétrico (ZOU et al., 2000; LU et al., 2000). E finalmente, é possivel que
os resultados negativos obtidos neste trabalho sejam devidos a metodologia
empregada ou a escolha das linhagens referéncia, o que nado descarta a
possibilidade dos mesmos serem produtores de compostos bioativos.

A Figura 45 mostra o aspecto macroscopico das colbnias monosporicas de
Colletotrichum sp., crescidas em meio de cultura BDA, pH 6,8, a 28°C, por 14 dias.
As Figuras 46 a 50 ilustram as estruturas de reprodugdo destes fungos,

observadas em laminas de microcultivo.
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FIGURA 45: Aspecto macroscopico das colénias monospoéricas de Colletotrichum sp.,
enddfitos de folhas de espinheira-santa, utilizadas para o estudo da variabilidade genética
por meio de RAPD.

COL14 COL15 COL16
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FIGURA 46: Fotomicrografia de esclerécio da linhagem COL7 e a presenga de conidios e
seta (400X)

FIGURA 47: Fotomicrografia de apressorios e conidios da linhagem COLS8 (400X)
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FIGURA 48: Fotomicrografia de esclerdcio da linhagem COL3 e a presenca de conidios e
setas(100X)

FIGURA 49: Fotomicrografia de apressorios e conidios da linhagem COL2 (400X)
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FIGURA 50: Fotomicrografia de ascos com ascosporos da linhagem COL1 (400X)

ascos com
ascosporos
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A Tabela 10 relaciona as medidas em micrOmetros dos conidios e a
presenca de ascos e ascosporos nas linhagens de Colletotrichum sp. De acordo
com MUNAUT, HAMAIDE e MARAITE (2002), o tamanho dos conidios de G.
cingulata foi em média 4-5,5 x 12,5-14 micrometros, valor semelhante ao
encontrado neste trabalho.

Para os ensaios da caracterizacdo molecular das linhagens de
Colletotrichum sp. por meio de RAPD, foram selecionados doze primers (Operon
Technologies®), os quais originaram bandas em maior quantidade e de melhor
qualidade nas reacbes de PCR. A Tabela 11 apresenta os dez primers

selecionados e suas respectivas sequéncias de nucleotidios.
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TABELA 10: Identificagcdo dos isolados de Colletotrichum sp. baseada nas analises
moleculares de RAPD e ITS', medidas do tamanho dos conidios e presenga de ascos e

ascosporos em laminas de microcultivo

Isolados Grupo no Tamanho de Presencga de ascos Seqiienciamento de
RAPD conidios em pm e ascosporos regides ITS'
COL1 la 5,0x13,6 + Glomerella sp.
COoL2 la 50x12,8 + Glomerella sp.
COL3 Ib 51x11,3 Colletotrichum sp.
coL4 Ib 5,0x12,8 + Glomerella sp.
COL5 Ib NC Colletotrichum sp.
COL6 Ib 50x12,1 Colletotrichum boninense
CoL7 Ib 5,0x12,1 Colletotrichum sp.
CcoLs8 Ib 50x12,4 Colletotrichum sp.
COL9 Ib NC Colletotrichum sp.
coL10 Il 49x121 Colletotrichum sp.
COL11 1 49x12,7 Colletotrichum sp.
COoL12 1 48x11,5 Colletotrichum sp.
COL13 1 49x12,4 + Glomerella cingulata
CoL14 Ic NC + Glomerella sp.
COL15 lc NC + Glomerella sp.
COL16 Ic 7,3x11,9 Colletotrichum sp.

Legenda: NC — ndo caracterizado

'Comunicagao pessoal de VICENTE, V. A. (2006)

TABELA 11: Primers selecionados e suas respectivas sequéncias de nucleotidios

Primers (Operon Technologies®)

Sequéncia de nucleotidios

OPB-01
OPB-08
OPC-04
OPE-08
OPQ-04
OPX-08
OPX-13
OPX-17
OPZ-19

5 GTTTCGCTCC 3
5 GTCCACACGG 3
5 CCGCATCTAC 3’
5 TCACCACGGT 3
5 AGTGCGCTGA 3’
5 CAGGGGTGGA &
5 ACGGGAGCAA 3
5 GACACGGACC 3’
5 GTGCGAGCAA 3
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Houve amplificagdo de 188 bandas polimorficas, algumas delas ilustradas
nas Figuras 51 a 55. A analise destes marcadores RAPD pelo soffware NTSYS
(coeficiente Jaccard) com o agrupamento pelo método UPGMA permitiu a
construgdo de um dendrograma de similaridade genética, representado na Figura
56.

FIGURA 51: Perfil de RAPD obtido para 16 linhagens endofiticas de Colletotrichum sp.
isoladas de folhas de espinheira-santa, utilizando o primer OPB-08.
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FIGURA 52: Perfil de RAPD obtido para 16 linhagens endofiticas de Colletotrichum sp.
isoladas de folhas de espinheira-santa, utilizando o primer OPQ-04.
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FIGURA 53: Perfil de RAPD obtido para 16 linhagens endofiticas de Colletotrichum sp.
isoladas de folhas de espinheira-santa, utilizando o primer OPX-13.
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FIGURA 54: Perfil de RAPD obtido para 16 linhagens endofiticas de Colletotrichum sp.
isoladas de folhas de espinheira-santa, utilizando o primer OPX-17.
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FIGURA 55: Perfil de RAPD obtido para 16 linhagens endofiticas de Colletotrichum sp.
isoladas de folhas de espinheira-santa, utilizando o primer OPZ-19.
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FIGURA 56: Dendrograma gerado a partir dos dados de similaridade genética de 16
isolados endofiticos de Colletotrichum sp. por meio de marcadores RAPD
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Legenda: | - grupo 1, Il - grupo 2, E - isolado FV113, incluido como grupo externo; os
valores de bootstrap estao representados em porcentagens; somente os valores acima de
50% foram ilustrados; o valor de r representa o valor de correlagdo da matriz cofenética.

O coeficiente de correlagdo das matrizes de similaridade genética e
cofenética, obtido pelo teste de Mantel, foi elevado (r = 0,99157 e P = 0,0001),
indicando estar o dendrograma da figura 56 representando de forma adequada a
matriz de similaridade genética obtida pelos marcadores RAPD.

Os valores de bootstrap (figura 56) conferem robustez aos agrupamentos
obtidos. A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) realizada (Tabelas 12 e 13)
sugere a existéncia de pelo menos dois grupos de fungos geneticamente
diferentes, sendo o primeiro subdividido em trés subgrupos. O subgrupo la é
composto pelos isolados COL1 e COL2; o subgrupo Ib é composto pelos isolados
COL3, COL4, COL5, COL6, COL7, COL8 e COLY9; e o subgrupo Ic pelos isolados
COL14, COL15 e COL16. O grupo Il é formado pelos isolados COL10, COL11,
COL12 e COL13.
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A linhagem FV113 foi utilizada como grupo externo, por ndo pertencer ao
género Colletotrichum. Foram testadas duas col6nias monosporicas diferentes do
mesmo isolado, COL9 e COL12, que pertencem a grupos distintos na Figura 56.
Estes resultados corroboram a necessidade de se trabalhar com linhagens puras
dos microrganismos nas analises moleculares.

Os grupos e subgrupos sugeridos foram mais bem visualizados pela analise

de componentes principais, ilustrada na Figura 57.

FIGURA 57: Andlise de componentes principais da similaridade genética entre as
linhagens endofiticas de Colletotrichum sp. isoladas de espinheira-santa
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Legenda: E - isolado FV113, grupo externo; la - subgrupo a, grupo |; Ib - subgrupo b,
grupo |; Ic - subgrupo c, grupo I; Il - grupo |l

TABELA 12: AMOVA — Analise de Variancia de Marcadores Moleculares

Fonte de Variagao G.L. Componentes de Porcentagem de
Variagao Variagao
Entre grupos 1 25,22 Va 48,76
Entre subgrupos dentro de 2 14,56 Vb 28,16
populagdes

Dentro de subgrupos 12 11,94 Vc 23,08
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Pelos agrupamentos obtidos nas figuras 56 e 57 e pelos valores de
diferencas das médias entre os subgrupos (Tabela 13), sugere-se o isolamento de
pelo menos duas espécies de Colletotrichum neste trabalho (grupos | e lI).
Resultados preliminares do sequenciamento de regido 1TS1-5,8S-ITS2 do rDNA
sugerem que o isolado COL13 (grupo Il) pertenca a espécie Glomerella cingulata
(anamorfo: Colletotrichum gloeosporioides), e o isolado COL6 (subgrupo Ib)
corresponda a espécie Colletotrichum boninense®.

LU et al. (2004) isolaram trés espécies de Colletotrichum endofiticas, entre
elas duas linhagens diferentes de Glomerella cingulata. Este também pode ser o

caso neste trabalho.

TABELA 13: Diferenga média entre os grupos e subgrupos obtidos na AMOVA

la b Ic Il
la 17.00000 30.47619 45.33333 78.16667
b 29.90476 27.90476 74.92857
Ic 8.00000 93.66667

1l 24.66667

2Comunicacdo pessoal de VICENTE, V. A. (2006)
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5. CONCLUSOES

- Foram isolados de Maytenus ilicifolia (espinheira-santa) diversos
géneros de fungos filamentosos e bactérias, inclusive actinomicetos,

como endofitos.

- Constatou-se a presenca de diversos enddfitos, bactérias,
actinomicetos e fungos filamentosos em sementes de M. ilicifolia,
sendo os fungos dominantes em folhas e peciolos e as bactérias

dominantes em sementes.

- Os fungos identificados em nivel de género que colonizaram com
maior frequéncia os tecidos de M. ilicifolia foram Alternaria sp. e
Colletotrichum sp.; nestes dois géneros, bem como em Bipolaris sp. e
Guignardia sp., verificou-se especificidade por tecido, sendo isolados
quase que exclusivamente em folhas; ja Cladosporium sp. néo
mostrou preferéncia, sendo isolado tanto de folhas, como peciolos e

sementes.

- Ha grande potencial de produgao de substancias antimicrobianas em
alguns isolados endofiticos, como o fungo FV113, nado identificado,
que inibiu o crescimento de Fusarium sp. 151-2, Guignardia citricarpa
PC13 e Micrococcus luteus ATCC 9341.

- Verificou-se potencial para uso em controle biolégico em alguns

isolados endofiticos analisados, sugerindo-se estudos futuros mais
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detalhados e com o emprego de outras metodologias, principalmente

envolvendo alteragbes na morfologia e esporulacao dos fitopatdgenos.

- A partir dos dados de marcadores moleculares, sugerem-se pelo
menos duas espécies de Colletotrichum habitando endofiticamente M.

ilicifolia, inclusive Colletotrichum boninense e Glomerella cingulata.
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