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RESUMO

A Amazonia possui numa imensa diversidade bioldgica, a qual € pouco conhecida e por
consequéncia pouco explorada, principalmente com relagdo aos microrganismos e as
suas interagdes com as plantas da regido. Dentre os microrganismos de interesse estdo
as bactérias (incluindo os actinomicetos) e os fungos (incluindo as leveduras) que
habitam o interior e a superficie das plantas hospedeiras (microrganismos endofiticos e
epifiticos, respectivamente). Muitos destes microrganismos tém potencialmente
caracteristicas relevantes como a producéo de antibidticos, aromas, corantes, horménios
de crescimento vegetal e enzimas Uteis, entre outras. O objetivo desta pesquisa foi
isolar, selecionar, caracterizar e identificar microrganismos endofiticos presentes nas
folhas, ramos e rizosfera do guarana (Paullinia cupana) como possiveis agentes de
biocontrole da antracnose do guaranazeiro, causada por Colletotrichum gloeosporioides.
Para esta pesquisa, Isolados de Colletotrichum gloeosporioides foram identificados
morfolégica e molecularmente e comprovados serem agentes causais da antracnose por
meio do teste de patogenicidade. Em seguida, o confronto direto de 522 fungos
endofiticos contra o patégeno C. gloeosporioides resultaram na selecdo dos seguintes
isolados que apresentaram indices de antagonismo significativos: Penicillium
verruculosum, Penicillium pinophilum, Geotrichum sp., Schizophyllum commune e
Aspergillus flavus. Foram realizados dois experimentos in vivo, na casa de vegetacéo:
para 0 primeiro experimento, foram usados os cinco isolados no teste in vivo contra
Colletottrichum gloeosporioides em que os fungos P. verruculosum, P. pinophilum,
Geotrichum sp., A. flavus e S. commune apresentaram efeito antagonista significativo
quanto ao fungo C. gloeosporioides e nenhum deles demonstrou patogenicidade contra
P. cupana. O segundo experimento usou dois isolados de C. gloeosporioides, um no
qual a ocorréncia de bandas RNA fita dupla (dsRNA) foi observada e o outro isolado,
sem 0 RNA fita dupla. Para esse experimento, constatou-se que, as lesdes foliares
apresentaram-se menores nas folhas em que foi inoculado o isolado com o RNA fita
dupla, constatando, assim, uma caracteristica hipovirulenta do isolado. Em ambos os
experimentos, observam-se que os fungos endofiticos possuem potencial para o controle
de fitopatdgenos em P. cupana, sendo promissores para o0 uso no biocontrole de doencas
dessa planta.

Palavras-chaves: plantas amazonicas, biocontrole, controle bioldgico, antracnose.



ABSTRACT

The Amazon has a huge biological diversity, which is little known and consequently
little explored, particularly with respect to microorganisms and their interactions with
plants in the region. Among the microorganisms of interest are bacteria (including
Actinomycetes) and fungi (including yeasts) that inhabit the interior and the surface of
the host plants (endophytes and epiphytic microorganisms, respectively). Many of these
microorganisms are potentially relevant characteristics as the production of antibiotics,
flavorings, colorings, plant growth hormones and useful enzymes, among others. The
aim of this study was to isolate, select, characterize and identify endophytic
microorganisms present in the leaves, branches and rhizosphere of guarana (Paullinia
cupana) as potential biocontrol agents of Colletotrichum. For this study, isolates of
Colletotrichum were identified morphologically and molecularly and proven to be
causative agents of anthracnose through the pathogenicity test. Then, the direct
confrontation of 522 endophytic fungi against the pathogen Colletotrichum resulted in
the selection of the following isolates showed significant antagonism rates: Penicillium
verruculosum, Penicillium pinophilum, Geotrichum sp, Aspergillus flavus and
Schizophyllum commune. Two in vivo experiments were performed in a greenhouse: For
the first experiment, we used the five isolates in vivo test against Colletotrichujm
gloeosporioides in which the fungi P. verruculosum, P. pinophilum, Geotrichum sp, A.
flavus and. S. commune showed significant antagonistic effect on the fungus
Colletotrichum gloeosporioides and none of them showed pathogenicity against P.
cupana. The second experiment used two isolates of C. gloeosporioides, one in which
the occurrence of double-stranded RNA bands (dsRNA) has been observed isolated, and
the other without double-stranded RNA. For this experiment, it was found that the foliar
lesions were lower in the leaves that were inoculated with the isolated double-stranded
RNA, confirming thus a hypovirulent characteristic hipovirulenta isolated. In both
experiments, it was observed that the endophytic fungi have the potential to control the
pathogen plant pathogens in P. cupana and is promising for use in biocontrol of
diseases of this plant.

Keywords: Amazonian plants, biological control, anthracnose.
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1 INTRODUCAO

O guaranazeiro € uma cultura nativa da Amazonia e muito utilizada pelos povos
indigenas, ha milénios, devido principalmente as suas propriedades medicinais e estimulantes.
Segundo Atroch (2001), no Estado do Amazonas, o guarani é produzido por pequenos
agricultores e também por grandes grupos empresariais, que possuem dareas de plantio
variando de 80 a 500 ha. No municipio de Maués, encontram-se cerca de 2.600 produtores
familiares de guarana que cultivam aproximadamente 3.120 ha de guaranazais.

Atualmente, segundo o Levantamento de Avalia¢do da Safra de Guarand em Gréos —
Safra 2014, até o més de abril deste ano, o Estado da Bahia permanece como lider no ranking
da producéo brasileira com 2.691 toneladas, em 6.719 ha de area colhida. O Amazonas devera
produzir 637 toneladas, o que equivale a menos de 17,9% da producdo, de acordo com as
estimativas do 6rgdo. O IBGE também lancou a estimativa de produgdo para 0s outros
Estados produtores de guarana: Acre (0,1%), Paré (0,3%) e o Mato Grosso (6,3%). A Figura 1
mostra a producdo de guarana dos anos de 2009 a abril de 2014, com destaque para 0s
Estados do Amazonas e da Bahia, os dois maiores produtores de guarand do Brasil. Além
disso, mostra o decréscimo da producdo de guarand no Amazonas € a manutencdo da
producéo no Estado da Bahia.
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2009 2010 2011 2012 2013 2014
B Amazonas 1659 747 856 963 740 637
M Bahia 2707 2688 3026 2682 2672 2691

Brasil 4604 3739 4129 3915 3676 3567

Figura 1 - Evolucdo da producdo do guarana em gréos (em toneladas). Fonte: IBGE (2014).
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Destaca-se a importancia econdmica do guarana de Maués, que tem o potencial de
alcancar valores em torno de R$ 4,7 milhdes anuais com uma producdo de 625 toneladas de
sementes de guarana. Logo, percebe-se sua valorizacdo no mercado nacional e principalmente
no europeu, pois o guarand de Maués ¢ considerado mais “forte” do que o guarana produzido
em outras regifes. Segundo Atroch (2009), até o século XX, o municipio de Maués foi o
maior produtor de guarana do Brasil. Porém, a producdo diminuiu significantemente devido a
problemas fitossanitarios, doencas causadas por fitopatogenos e o envelhecimento dos
guaranazeiros. Esses fatores fizeram com que o Amazonas perdesse o primeiro lugar em
producdo nacional. Hoje, a producéo de guarand no Amazonas mostra sinais de recuperacdo
como resultado da disponibilidade de materiais genéticos melhorados pela Embrapa e que
foram distribuidos aos produtores de guarand, principalmente em Maués. Entretanto, estudos
sobre controle biologico e doencas causadas por fitopatdgenos no guarana ainda sdo
incipientes, principalmente no Amazonas, e ainda mais acentuados com relagdo a principal
doenca do guarana: a antracnose.

No municipio de Maués, Duarte (1999) comenta sobre epidemias severas de
antracnose, registradas em 1959, com o alastramento generalizado da doenca no municipio.
Cita também que o fator que mais contribuiu para o ocorrido foi o estimulo a0 monocultivo
em areas extensas e continuas. Atualmente, o patdgeno estd presente em todas as zonas
produtoras deste Estado, onde é muito prevalecente e as perdas sdo mais severas. Ainda,
segundo o autor, existem boas perspectivas de solucdo do problema, devida a alta
variabilidade genética existente e a evolucdo simultanea do hospedeiro e do patégeno. Como
ja citado, o patdgeno ndo se encontra somente em um determinado local, pois, de acordo com
coletas realizadas pelo Laborato6rio de Fitopatologia do Inpa/Manaus, plantas com sintomas de
antracnose ja foram encontradas em Boa Vista do Ramos, Manacapuru, Itacoatiara, Rio Preto
da Eva, Presidente Figueiredo e Manaus (ASSIS, Comunicacao oral, 2012; EMBRAPA).

Nesse contexto, por que estudos sobre controle biolégico sdo importantes?

Segundo Amorim, Rezende e Bergamin (2011), uma preocupacdo na sociedade em
relacdo aos problemas gerados pelo uso indiscriminado de agrotoxicos (excesso de produtos
toxicos, aquisicdo de resisténcia pelos fitopatdgenos, contaminagdes ambientais e riscos a
salde humana) usados no combate aos fitopatogenos e pragas vem surgindo, nos ultimos
anos, incentivando assim a busca de alternativas sustentaveis e racionais para o controle
desses agentes e pragas existentes nas diferentes culturas. Para amenizar a utilizacdo de
produtos toxicos, segundo Romeiro (2007), o mundo ocidental percebeu a incomensuravel

potencialidade do desenvolvimento de tecnologias especificas para ativacdo de mecanismos
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de defesa bioldgica como alternativa inteligente ao uso indiscriminado de agrotdxicos. Essas
novas tecnologias especificas, em se tratando de controle bioldgico, referem-se a utilizagéo de
fungos no biocontrole pelo fato de alguns microrganismos interromperem algum estagio da
doenca ou do ciclo de vida do patdgeno por meio de diversos mecanismos, tais como:
parasitismo, produgdo de antibidticos e enzimas hidroliticas, competigdo por nutrientes e
nichos de colonizacdo. Segundo Punja e Utkhede (2003), os diferentes niveis de controle
podem ser proporcionados pela prevencado da infeccdo, reducdo da colonizagéo, diminuicdo da
esporulacdo e da sobrevivéncia do patégeno por meio da utilizacdo de microrganismos
antagonicos.

Um desses mecanismos citados pode ser usado no biocontrole da doenca mais séria da
cultura, que causa dados significativos as plantas e é causada por fitopatégenos do guarana: a
antracnose, que tem como agente causal o fungo Colletotrichum guaranicola
(ALBUQUERQUE, 1961; NASCIMENTO FILHO et al., 2007). Esse fungo causa lesdes
necraticas nas folhas jovens com coloragdo marrom-avermelhada, encrestamento das folhas e

necrose (Figura 2).

Figura 2 - Foto dos sintomas da antracnose nas folhas jovens de guarana, em Maués — Foto:
L.A. Assis (2011)
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O objetivo do controle bioldgico de doencas de plantas funciona com a reducdo de
indculo ou das atividades determinantes da doenga realizada por um ou mais organismos, com
excecdo do homem. Isso acontece naturalmente todos os dias na natureza. Logo, o controle
biolégico € uma transposicdo do que ja € comum para a manutencdo do equilibrio
populacional dos organismos. Por isso, h4 décadas, € uma area especifica bastante estudada.
Porém, apesar das grandes pesquisas realizadas, a quantidade de produtos comerciais
bioldgicos especificos para determinadas doencas de plantas em relagdo aos produtos
quimicos, de acordo com o numero registrado no Ministério da Agricultura, € muito pequeno.
Hé4 113 ingredientes ativos de fungicidas quimicos e apenas trés “ingredientes ativos
biologicos”, dos quais dois sdo fungos. Sao eles: Aspergillus flavus, Bacillus pumilus e
Trichoderma harzianum.

Hoje, a cada dia, ha novas descobertas sobre a importancia desses microrganismos,
envolvendo principalmente os fungos. Nesse contexto, diversos trabalhos nos remetem ao
grande potencial biotecnolégico pouco conhecido e a evidéncias de influéncia desses
microrganismos em diversas caracteristicas expressas pelas plantas, dentre as quais podem ser
citados a producdo de horménios de crescimento, antibidticos, protecdo contra herbivoria,
producdo de corantes, aromas antimicrobianos e principalmente no controle bioldgico.

Com observacdes em tudo que citamos, o objetivo desta pesquisa esta baseado nas
hipoteses seguintes: a) ha diversos fungos endofiticos no guarand que possuem diferentes
espectros de antagonismo ao género Colletotrichum; b) na microbiota endofitica pode ser
encontrada uma ferramenta para o controle biologico de Colletotrichum spp.

Logo, esse trabalho objetiva estudar o potencial dos fungos endofiticos isolados de
Paullinia cupana var. sorbilis como possiveis agentes de controle bioldgico de
Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum fragariae, agentes causais da antracnose no

guaranazeiro, baseados nas hipoteses citadas acima.
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1.1 Objetivo Geral

Verificar o potencial dos fungos endofiticos isolados de Paullinia cupana var. sorbilis
como agentes de controle biologico de Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum

fragariae, agentes causais da antracnose.

1.1.1 Objetivos Especificos

a) lIsolar e selecionar fungos endofiticos das folhas, caule e rizosfera de P. cupana com
potencial de aplicacdo no controle da antracnose do guaranazeiro;

b) Comprovar a patogenicidade do agente causal da antracnose do guaranazeiro, a partir
de um estudo de interacdo entre patdgeno e hospedeiro in vivo;

c) Analisar, por meio do teste de pareamento in vitro, o teste de antagonismo dos fungos
isolados contra Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum fragariae.

d) Identificar os fungos endofiticos que mostraram potencial antagdnico contra
Colletrotrichum sp., nos modos morfol6gico e molecular;

e) Realizar teste de confronto in vivo com os fungos endofiticos antagdnicos contra o
patdgeno Colletotrichum gloeosporioides.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O guarand (Paullinia cupana var. sorbilis): caracteristicas gerais e a antracnose

Os primeiros registros botanicos constantes da literatura cientifica sobre o guarana séo
de Humboldt e Bompland, os quais no inicio do século passado coletaram a planta na
Coldémbia e na Venezuela, e de Kunth, que a descreveu e atribuiu-lhe a denominacao
Paullinia cupana, sendo o nome do género uma homenagem ao medico e botanico
dinamarqués Tranz Paullini, de acordo com Ferraz (1980).

Em 1826, Martius encontrou a planta no Baixo Amazonas e a descreveu com 0 nome
de Paullinia sorbilis, pensando tratar-se de espécie diferente daquela. Somente em 1935, uma
nova investigacdo realizada pelo botanico Adolpho Ducke, na qual comparou-se as amostras
encontradas do Alto Rio Negro e na Bacia do Rio Orenoco, na Venezuela, com o material do
Baixo Amazonas e percebeu divergéncias em determinados caracteres botanicos, definindo
duas subespécies ou variedades geograficas. Ducke(1937), entdo, classificou a espécie em
duas subespécies ou variedades geograficas:

1. Paullinia cupana (Kunth) var. typica — encontrada na Colémbia e Venezuela;

2. Paullinia cupana (Kunth) sorbilis [(Mar.) Ducke] — encontrada na flora brasileira.

H& aproximadamente 195 espécies desse género distribuidas na América tropical e
subtropical e pelo menos nove espécies do género Paullinia sdo descritas como nativas do
Brasil, segundo Angelo (2008).

O fruto do guaranazeiro € utilizado ha muitas décadas pelos indios Sateré-Maué,
segundo Henman (1986). A planta pertence a familia Sapindaceae e € originaria da Amazénia,
encontrada no sub-bosque da floresta. Seus frutos s&o pequenos e redondos, negros e
brilhantes, em forma de capsula com apenas uma unica semente. Quando madura, abre-se
parcialmente, deixando a mostra o pelicarpo de cor castanha, parcialmente coberto por uma
substancia branca, o arilo (FARIA, 2000).

O mercado atual do guarana é composto de uma variedade de produtos, dentre 0s
guais destacam-se refrigerantes gaseificados, extratos fluidos e secos, xarope, guarana em pé
e bebidas energéticas, para os quais existe elevada demanda tanto no mercado nacional quanto
internacional (ATROCH, 2001; SCHIMPLet al., 2013).

A importancia dos frutos do guarana também deriva da sua composi¢do quimica e dos

efeitos na salde humana, ja relatados em pesquisas anteriores. O primeiro estudo quimico no
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guarand pensou-se ter sido executado por Dr. Theodor Martius, farmacéutico, em 1926
(VASCONCELQOS, NASCIMENTO e MAIA, 1872). Como resultado, foi encontrado um
principio estimulante, ao qual foi dado o nome de guaranina, que, pelas propriedades, foi
considerado isébmero da cafeina. Entretanto, Machado (1946), em 1840, Berthelot e
Dechastelus, ao analisarem o guarand, demonstraram que a guaranina descoberta por Martius
ndo era apenas um isdmero da cafeina, mas idéntica a esse alcaldide e que havia sido
descoberta, primeiramente, por Runge, em 1820. Desde entdo, inimeras sdo as descobertas
sobre dados da composicdo quimica da améndoa e da casca da semente do guarana. A cafeina
também pode se encontra em todas as partes da planta, como citado tabela abaixo (PIRES,
1949).

Tabela 1 — Quantidade de cafeina nas partes da planta do guarana (Paullinia cupana), citado por Pires (1949);
Maravalhas (1965).

Partes da Planta Composigéo (%)
Folhas 1,58
Casca do Caule 1,75
Madeira do Caule 0,19
Améndoa com Tegumento 2,7a35

O guarand é comprovadamente uma das plantas mais ricas em cafeina, alcal6ide
purinico, identificado como 1,3,7 — trimetilxantina, sendo encontrada a concentracdo média de
3 a6 % do peso do fruto. Nos produtos comerciais, esse teor pode ser até quatro vezes maior
guando comparado ao encontrado em po de café. Além da cafeina, 0 guarana apresenta
também alcaldides como teofilina e teobromina; e taninos em altas concentracdes, acido
galico, saponinas, catequinas, epicatequinas e outros compostos em menor concentracdo
(ANVISA, 1978; SCHIMPL et al., 2013).

Foram observadas varias acdes farmacoldgicas oriundas das metilxantinas sobre o
Sistema Nervoso Central (SNC) e cardiovascular. Produz estimulacdo cardiaca, alem de
promover vasodilatacdo periférica e vasoconstricdo craniana. Estimula a musculatura
esquelética e o centro da respiragdo. Além disso, aumenta a secre¢cdo acido gastrica e age
como um diurético em curto prazo (WICHTL, 2004).

Vaérios estudos relatam os efeitos na capacidade cognitiva, desempenho fisico e como

estimulante, assim como na prevencéo do cancer. A acdo farmacologica da cafeina confere ao
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individuo o aumento no estado de alerta e como consequéncia hd a melhora significativa na
associacdo de ideias e nas atividades intelectuais, maior resisténcia ao cansago com a
diminuicdo da fadiga fisica e mental e promove a sensacdo de bem estar (KENNEDY, 2008).
No entanto, estes beneficios s6 se fazem sentir até um limite de 200 mg de cafeina que,
ultrapassado, pode inibir estas capacidades (RANG, DALE e RITTER, 2001).

O Brasil é praticamente o Unico produtor de guarand (Paullinia cupana var. sorbilis
[Mart.] Ducke), com excecdo de pequenas areas na bacia do Rio Orinoco, sem cultivo
sistematico, da Amazonia venezuelana (SUFRAMA, 2003). No Estado do Amazonas, 0
municipio de Maués, em 1985, apresentava uma area plantada de cerca de 9.000 ha
(DUARTE, 1995). Mas, é o Estado da Bahia o maior produtor de guarand, seguido pelos
Amazonas e Mato Grosso, como ja comentado anteriormente. Essa grande producdo é fruto
de cultivos sistematicos e racionais, que combina grandes areas de monocultivo, irrigacéo, uso
intensivo de defensivos agricolas e outros fatores. Em pequena escala, o guarana ocorre nos
municipios de Barreirinha, Borba, Itacoatiara, Manacapuru e Urucurituba e nos Estados do
Acre, Para e Rondo6nia. Apesar da grande area cultivada, a producao do Estado do Amazonas
ndo é suficiente para atender a demanda devido a falta de tecnologia adequada para o cultivo e
problemas fitossanitarios (BENTES e BARRETO, 2004).

Para a economia regional do Amazonas, 0 guarana apresenta bons pre¢cos na
comercializacdo e constitui-se numa alternativa para diversificagdo da agricultura local.
Porém, um dos fatores limitantes da producéo e a expansdo da guaranicultura no Amazonas é
a antracnose, doenca causada pelo fungo Colletotrichum guaranicola Albug. e é considerada
a doenca mais séria da cultura.

Segundo Albuquerque (1960) e Goncalves (1968), o fungo, uma vez colonizando o
guarana, apresenta como sintomas nas folhas mais jovens, algumas deformacdes e
enrolamento da lamina foliar. Nas adultas, o crestamento das margens e, em casos mais
severos, necrose total. Estas lesdes necroticas nas folhas, de coloracdo marrom-avermelhada,
comprometem o desenvolvimento e a produtividade das plantas, constituindo-se um fator
altamente limitante a expansdo da cultura do guarana. Pode ocorrer em qualquer fase do
desenvolvimento das plantas, inclusive em mudas ainda no viveiro. A incidéncia aumenta no
periodo de maior umidade. No Amazonas, esse periodo compreende 0s meses de fevereiro,
marco e abril, de chuvas abundantes. Logo, € nesse periodo que a disseminacdo e germinagéo
dos esporos séo favorecidas.

Como medidas de controle da antracnose, Albuquerque (1960) propde as seguintes: a)

inspecdo dos guaranazais e eliminacdo das plantas excessivamente atacadas; b) poda e queima
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dos ramos afetados; c) aplicacdo de fungicidas; d) aplicacdo de inseticidas para 0 combate aos
insetos disseminadores da moléstia; €) aplicacdo de misturas de fungicidas e inseticidas
compativeis; f) selecdo de individuos mais vigorosos e propagacdo das sementes dessas
matrizes; e g) obtencdo de variedades resistentes.

Em adico as praticas do campo, a Dra. Simone Possedente de Lira, além de Luciana
Mercatti Elias e Andrea Cristina Bogas da Escola Superior de Agronomia da USP, realizaram
investigacGes a respeito do potencial fungitoxico de metabdlitos secundarios isolados de
fungos endofiticos contra Colletotrichum sp. A pesquisadora realizou o isolamento de seis
compostos metabolitos secundérios produzidos por fungos endofiticos isolados de
guaranazeiros da Amazonia, a partir de técnicas cromatograficas e avaliacdo destes compostos
guanto a sua atividade antifingica ao fitopatdgeno do género Colletotrichum sp. Estudos
futuros deverdo avaliar o composto puro em ensaios in vitro e in vivo. O resultado dessa
pesquisa podera ser um produto comercial que serd mais uma ferramenta para a minimizagéo

da antracnose do guarana.

2.2 O fungo Colletotrichum guaranicola Albug.

O género Colletotrichum pertence ao filo Ascomycota, ordem Phyllachorales
(ALEXOPOULOS, MIMS e BLAKWELL, 1996). Segundo Arx (1957), Glomerella
cingulata (Stonem.) Spauld e Schrenk é a forma teleomdrfica ou perfeita desse mitospérico;
Colletotrichum spp., forma anamérfica ou imperfeita, foi escolhido para representar o estagio
conidial. Existem muitas outras espécies desse fungo, as quais, via de regra, recebe 0 nome do
hospedeiro: C. guaranicola (guarana), C. musae (banana), C. graminicola (gramineas), entre
outras.

O género Glomerella, em geral representado por suas formas imperfeitas ou conidiais,
Gloesosporum e Colletotrichum, tem grande importancia fitopatoldgica, pois é o principal
agente causal da antracnose, doenca que determina alteracdes no limbo foliar em varias
frutiferas e outras plantas de interesse comercial. Além da importancia econdmica, também
representa um vasto campo de pesquisa, pois incluem numerosas racas fisiologicas agressivas
aos mais variados hospedeiros vegetais (BAILEY e JEGER, 1992; PEREIRA, 2007).

Arx (1974) realizou extensa revisdo do género Colletotrichum, tendo concluido que os
fungos anamdrficos Colletotrichum, Vermicularia e Gloeosporum pertencem ao mesmo
género. O conceito de género Colletotrichum foi entdo ampliado, embora o numero de

especies tenha sido reduzido de centenas para apenas onze. O autor indicou o nome C.
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gloeosporioides Penz. para a fase conidial de G. cingulata. O género Vermicularia passou a
ser considerado uma das 600 sinonimias de C. gloeosporioides, enquanto C. capsici (Syd.
Butl e Bisby) foi redefinido como sinonimia de C. dematium (Pers. ex Fr.) Grove,
considerado como tendo conidios falcados, com a fase telemorfica G. tucumanensis (Speg) V.
Arx e E. Muell (PEREIRA, 1995).

Denoyses e Baudry (1995) realizaram estudos para classificar espécies de
Colletotrichum presentes em morango, considerando a forma e o tamanho dos conidios, a
resposta a variacdes de temperatura e a presenca de peritécio. Entre os critérios ensaiados,
verificou-se que a forma dos conidios parece ser o0 melhor dado para discriminar as espécies,
como também fora discutido por Gunnel e Gubler (1992). Todas as outras caracteristicas dos
conidios apresentaram grandes variacbes a medida que as condi¢cBes ambientais foram
alteradas. Como, por exemplo, segundo Barnett e Hunter (1972), o género Colletotrichum
apresenta acérvulo discoide ou em forma de almofada, subepidermal; conidi6foros simples,
alongados; célula conidial hialina, ovoide ou oblonga. J& de acordo com Alexopoulos et
al.(1996), C. graminicola produz mucilagem destinada a protecdo dos conidios ao
dessecamento, bem como aos efeitos toxicos de compostos polifendlicos liberados pelos
hospedeiros.

Sutton (1980) adverte que apesar de Arx (1957) ter compactado o género
Colletotrichum em onze espécies, entre as quais algumas formas reconhecidas como G.
cingulata (C. gloeosporioides e como C. dematium) com muitas sinonimias para C.
gloeosporioides, C. graminicola (Ces.) Will. e C. dematium, o nimero de taxa esta
novamente aumentando, em razdo de novos estudos e reavaliagcbes. O autor reconheceu que
em C. gloeosporioides, C. dematium e C. capsici,a separacdo dos elementos ndo poderia ter
sido feita aquela época. O autor mantém como espécie C. capsici, diferentemente de Arx
(1957), que a considerou sinonimia de C. dematium.

Quanto a identificacdo do agente causal da antracnose no guarand como sendo a
espéecie C. guaranicola, essa foi descrita por Albuquerque (1961). Entretanto, a identidade
desta espécie de Colletotrichum ainda ndo € reconhecida pela revisdo de Sutton (1992) e por
muitas outras citadas no Dictionary of the Fungi (KIRK et al., 2008) uma das mais recentes
mais recente do género.

Com o objetivo de confirmar a identidade do patdgeno agente causal da antracnose,
em 2004, Bentes e Barreto reexaminaram as caracteristicas morfoldgicas de estruturas
reprodutivas e de infeccdo de C. guaranicola através de inoculagdo. A conclusdo da pesquisa

revela que o agente causal da antracnose do guaranazeiro ndo se enquadra em qualquer das
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espécies de Colletotrichum atualmente descritas na literatura especializada deste género, pois
C. guaranicola difere de outras espécies deste género, em relacdo a caracteristicas como o
tamanho do conidio e do apressorio, o tamanho e a forma.

Outras espécies também diferem do fungo em estudo ndo sé pelas caracteristicas
morfolégicas, mas também por apresentarem especificidade hospedeira. Até o momento, ndo
foi descrita a ocorréncia de C. guaranicola em outros hospedeiros, além do guaranazeiro, fato
que, segundo os autores, reforca a hipotese de patogenicidade positiva entre C. guaranicola e
Paullinia cupana. Essa especificidade é comentada por Muniz, Santos e Barbosa (1998),
quando estudou a variabilidade de isolados de Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Penz &
Sacc. e sugeriu a existéncia de grupos de especializacdo patogénica. Assim, NnUMerosos casos
tém sido reportados, nos quais espeécies e biotipos de Colletotrichum estdo associados a um
unico hospedeiro (SMITH e BLACK, 1990).

Outra pesquisa que tenta ratificar o agente causal da antracnose como sendo o C.
guaranicola é citada por Bentes e Matsuoka (2002), que inocularam o patégeno em clones
resistentes e suscetiveis com o objetivo de estudar o processo de infec¢do de C. guaranicola
nas plantas, por meio de microscopia de luz, com avaliacdo quantitativa dos eventos de
penetracdo em folhas novas e velhas e constataram que, no clone suscetivel, com 48 h apos a
inoculacdo, as células da epiderme e do parénquima estavam colonizadas por hifas intra e
intercelulares. No quinto dia apés a inoculacéo, observou-se o surgimento dos sintomas. No
clone resistente, a colonizacdo sé foi observada no quarto dia apds a inoculacdo. Somente no
sétimo dia apos a inoculagdo, foram observados os primeiros sintomas tipicos da doenca.

Esses estudos destacados tém a intencdo de tornar mais forte o reconhecimento da
espécie C. guaranicola como um taxon distinto dentro do género Colletotrichum.

Bentes e Barreto (2004) descreveram a identificacdo do Colletotrichum sp. coletado
das folhas do guarand como sendo C. guaranicola. Porém, o sequenciamento realizado em
outras pesquisas (NETO, 2009; FIGUEIREDO et al., 2012) em como serd apresentado na
presente desta tese de doutorado encontrou duas espécies de Colletotrichum: C.
gloeosporioides e C. fragariae. Como comentado anteriormente, a taxonomia do
Colletotrichum foi recentemente revista e ainda é confusa, por isso, novas pesquisas devem
ser realizadas e outras ratificadas para chegarmos a uma conclusédo sélida e reconhecida pela

taxonomia dos fungos.
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2.3 Controle bioldgico de fungos fitopatogénicos com fungos endofiticos

Segundo Baker e Cook (1974), o controle biologico funda-se na reducgdo da densidade
de in6culo ou das atividades determinantes da doenca, de um ou mais patdgenos, realizado
por ou através de um ou mais organismos que nao sejam o homem. Os autores citados, em
1983, comentam que o controle bioldgico de enfermidades de plantas por praticas empiricas
remonta desde 5.000 a.C., em que 0s egipcios ndo combatiam o Sclerotium cepivorum em
cebola, devido as grandes inundacdes ciclicas do Rio Nilo, pois esse processo favorecia 0s
antagonistas naturais do patégeno na microbiota do solo. Ja os chineses, cerca de 4.000 a.C.,
costumavam deixar em repouso o solo quando a colheita era pobre. Com isso, intuitivamente,
aumentavam as chances de recuperagdo da microbiota de antagonistas presentes no solo.

No inicio do século XX, a insercdo de antagonistas objetivando o controle bioldgico
deu-se nas deécadas entre 1920 a 1940. Hartley (1921) inoculou fungos previamente
selecionados in vitro em solo de viveiros de mudas de espécies florestais. Esses fungos eram
ditos como potenciais antagonistas no controle do tombamento. Ja em 1931, Henry selecionou
actinomicetos, bactérias e fungos com capacidade de combater Helminthosporium sativum no
trigo. Com ressalva aos fungos, foi a partir de 1940, que surgiram os primeiros estudos
especificos da utilizacdo dos fungos como agentes de biocontrole (BAKER; COOK, 1974,
1983).

Esses experimentos iniciais com 0 uso de microrganismos no biocontrole ainda néo
visavam a preocupacdo e a conscientizacdo da poluicdo quimica no meio ambiente, 0 uso
indiscriminado e sem controle dos produtos quimicos e os residuos de pesticidas nos
alimentos que atualmente permeia produtores, consumidores e empresarios comprometidos
com a agricultura. Dentro desse contexto, em que a sociedade e a agricultura moderna
chocam-se de frente com patdgenos mais resistentes aos fungicidas disponiveis no mercado, o
controle bioldgico eleva-se como uma importante possibilidade para minimizar a quantidade
de produtos quimicos e consequentemente de residuos tdxicos, podendo ser empregado
isoladamente ou como parte do sistema de manejo integrado de doencas.

Na aplicagéo isolada, o nivel de controle obtido pode ser abaixo do necessario para
que ndo ocorram danos & producdo. Como solugdo, a alianga de métodos promove o efeito
aditivo ou sinergistico objetivando o equilibrio e chances de sucesso maiores das medidas de

controle. Segundo Redman, Dunigan e Rodriguez (2001), essas outras medidas abrangem
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préticas culturais, cultivares resistentes ao patdgeno, adequacdo do hospedeiro as atividades
antagobnicas de microrganismos e introdugdo em massa de antagonistas.

Vale ressaltar, para que todo esse ambiente de equilibrio funcione adequadamente, é
necessario entendermos 0s mecanismos das interacbes microbianas entre os fungos
endofiticos e o0s patogénicos; ndo somente destas, mas de todas as relagbes entre
microrganismos. Essas interagdes advindas do compartilhamento dos microrganismos em um
mesmo nicho ecoldgico acobertam-se de caracteristicas fundamentalmente competitivas. Essa
afirmacéo parte da premissa de que qualquer organismo Vvivo € capaz de observar alteracGes
no ambiente em que estd e principalmente na presenca de outros organismos em sua
proximidade, ou seja, é o instinto de sobrevivéncia. Além disso, todos os organismos estdo
sujeitos a alteracdes no ambiente como mudancas na disponibilidade de nutrientes e agua,
acidez e temperatura.

Assim, para 0s microrganismos conseguirem se estabelecer e sobreviver nesse
ambiente mutante, competitivo e adverso, eles foram capazes de desenvolver recursos de
monitoramento e defesa tais como a expressdo de seus genes em resposta a sinais e potenciais
ameacas do ambiente, inibicdo do crescimento e multiplicacdo de outro organismo ou mesmo
provocar sua morte, producdo de substancias antimicrobianas, como antibiéticos, compostos
volateis toxicos e enzimas, competicdo por espaco e por nutrientes, predacdo. Todas essas
armas de inibicdo sdo resumidas nos termos antibiose, competicdo e parasitismo (HANADA,
2006; ROMEIRO, 2007).

A antibiose conceitua-se como a interacdo entre organismos em que individuos de uma
populacdo secretam metabdlitos capazes de inibir ou impedir o desenvolvimento dos
individuos de outra espécie. Trichoderma é um dos géneros mais importantes para o controle
bioldgico (ALMEIDA, 2009). Pesquisas comprovam que eles sdo capazes de secretar 100
diferentes antibidticos com capacidade de inibicdo sobre varias espécies de fungos
patogénicos (BEDENDO, MASSOLA e AMORIM, 2011). Nessa mesma linha, outro género
importante € o Penicillium, que segundo Melo (1999), esta entre os produtores mais
conhecidos de antibidticos que exercem um papel relevante no antagonismo microbiano.

A capacidade de competir pela ocupacdo dos locais de infeccdo do patdgeno é
atribuida aos microrganismos que atuam como agentes de controle bioldgico. A competicao
torna-se eficaz quando o agente controlador é capaz de sobressair-se ao crescimento do
patégeno no local da infeccdo. Entdo, podemos concluir que os agentes controladores por

antibiose também estdo no grupo dos que agem por competicgao.
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O ultimo tipo de antagonismo, ndo menos importante que o0s anteriores, é o
parasitismo. Esse tipo de inibi¢do envolve o aspecto nutricional entre dois seres vivos, em que
0 parasita obtém todo ou parte de seu alimento a partir e as custas do hospedeiro. Quando o
hospedeiro é um fitopatdgeno, o parasita € dito hiperparasita, ou seja, o parasita do parasita da
planta. Apesar de ser uma arma eficaz teoricamente, os hiperparasitas ndo séo selecionados
como agentes de controle biolégico para doencas em plantas, pois a eficacia do
hiperparasitismo somente € valida antes do aparecimento de sintomas do indculo e na maioria
das vezes, o0 indculo é produzido apos a formacdo dos sintomas (BEDENDO, MASSOLA e
AMORIM, 2011). Segundo Melo (1999), os hiperparasitas sdo classificados em dois grandes
grupos, com base no modo de parasitismo e nos efeitos sobre o hospedeiro: a) Biotréfico:
obtém nutrientes das células hospedeiras vivas e ndo causam nenhum dano ao hospedeiro; b)
Necrotréfico: excretam substancias tdxicas que matam a célula hospedeira e com isso,
utilizam os nutrientes liberados; esse caso também pode acontecer quando, no inicio, 0
parasita é um biotréfico e no final, torna-se um necrotrofico.

Nesse conjunto de interacdes, autores renomados como Clay (1988) e Carroll (1991),
em primeiros trabalhos, salientam os fungos endofiticos com alto potencial biolégico de
induzir resisténcia a inimigos naturais, devido a producdo de micotoxinas ou outras
substancias capazes de alterar a morfologia e a fisiologia do hospedeiro.

A diversidade de microrganismos, incluindo os fungos, reflete de forma
completamente direta no potencial de associacdo desses com 0s vegetais, 0s quais podem
habitar tanto a sua superficie quanto o seu interior. Dentre esses seres, estdo 0s denominados
microrganismos enddfitos e epifitos, os quais colonizam, praticamente. Os endofitos habitam
o interior das plantas hospedeiras e os epifiticos habitam a superficie dos érgdos e tecidos
vegetais. Ambos distinguem-se dos microrganismos patdgenos, 0s quais sdo capazes de
causar doencas em plantas. Mendes e Azevedo (2007) citam que praticamente todos os
principais grupos de microrganismos convivem com vegetais, mas os fungos e bactérias sdo
0s mais comumente encontrados em interagdes microrganismos-plantas, e, além disso, uma
informagdo de igual valor e muito interessante, é a estimativa do numero de células
microbianas que vivem em contato com vegetais ser bastante superior ao numero de células
que formam o préprio hospedeiro (AZEVEDO e ARAUJO, 2003).

No mais, 0s numeros ainda surpreendem, segundo Araujo et al. (2002), dentre quase
uma centena de espécies de bactérias e cerca de 1,5 milhdo de espécies estimadas de fungos, a
grande maioria é constituida por endofitos. Varios estudos apontam caracteristicas

manifestadas pela associacdo dos endodfitos, qudo a geracdo de farmacos (antibidticos e
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antitumorais) e outros que produzem fatores de crescimento vegetal, toxinas, hormonios e
enzimas e principalmente no controle bioldgico.

Segundo Schulz (2002), em cada vinte medicamentos relacionados a essa associacao
planta-microrganismo, seis tem origem fungica. Por conseguinte, um novo campo de
exploracdo e de novas descobertas biotecnoldgicas é despertado pelos endofiticos. Em adigéo,
é indispensavel a busca a novos farmacos, devido ao uso indiscriminado de diversas drogas e
resisténcia de microrganismos a selecdo. E assim, por ainda serem pouco estudados,
principalmente os presentes em espécies tropicais, 0s endofitos surgem como um enorme
potencial na descoberta de novos produtos (KUMARESAN e SURYANARYANAN, 2001).

Excluindo os insetos, os fungos constituem 0s mais nUMerosos seres vivos existentes.
Considerando essa diversidade no mundo, estima-se que exista 1,5 milhdo de espécies
(HAWKSWORTH, 1991), sendo que dessas, menos de 100 mil, foram descritas. Portanto, é
possivel que haja um grande nimero de fungos com potencial biotecnolégico, como por
exemplo, os com capacidade para a micorremediacdo. Em adicéo, inclusive, deve-se levar em
conta que a grande diversidade encontra-se em paises tropicais, dos quais o Brasil € um dos
maiores reservatorios (ESPOSITO e AZEVEDO, 2010).

Os fungos sdo responsaveis pela producdo de importantes &cidos organicos, como o
acido citrico, pela producdo de farmacos, como antibidticos, pela producdo de enzimas de
interesse industrial e de elevado valor econdmico, destacando-se as celulases, lacases,
xilanases, pectinases e amilases, pelo controle bioldgico de insetos-pragas da agricultura.

Os endofitos foram descritos pela primeira vez no inicio do século XIX e
diferenciados dos fitopatégenos por Bary, em 1866, e a partir dos anos 70, os endofitos foram
inicialmente considerados neutros, ou seja, ndo causavam beneficios nem maleficios as
plantas, mas com o passar do tempo, eles comecarama ser mais bem estudados, despertando
grande interesse biotecnoldgico em decorréncia da sua importancia na obtencdo de produtos
bioativos para aplicacdes na industria farmacéutica, ja citados anteriormente.

Vérias defini¢es para os microrganismos endofiticos sdo encontradas na literatura.
Uma das primeiras defini¢cdes foi citada por Bary (1866) apud Aradjo et al. (2008), como
microrganismos gue colonizam internamente tecidos vegetais. Mais além, a comunidade dos
endofiticos foi redescoberta por Darnell, em 1904; e desta data em diante, varios
pesquisadores tem otimizado o conceito de endofiticos. Carroll (1986) define endofiticos
como microrganismos assintomaticos vivendo no interior das plantas, enquanto que Petrini
(1991) os define como microrganismos que habitam, pelo menos por um periodo do ciclo de

suas vidas, internamente, tecidos vegetais sem causar prejuizo aparente em seus hospedeiros.
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Wilson e Carroll (1997) sugerem uma definicao adicional, considerando endofiticos, fungos e
bactérias, que por todo ou parte do ciclo de vida, invadem os tecidos e habitam as plantas, e
que causam infecgdes assintomaticas e ndo aparentes para a planta hospedeira. Em defini¢6es
mais completas e recentes, Araujo et al. (2002), Mendes e Azevedo(2008) citam que 0s
endofiticos sdo aqueles microrganismos cultivaveis ou ndo, que podem ser isolados do
interior de tecidos vegetais desinfectados superficialmente, e que ndo causam dano ou injuria
aparentes ao seu hospedeiro.Mendes e Azevedo (2008) também dividem os endofitios em dois
tipos, os que causam formacéo de estruturas externas como os fungos micorrizicos e actérias
fixadoras de nitrogénio formadoras de nddulos e, no segundo tipo, 0s microrganismos
endofiticos que ndo formam estruturas externas em seus hospedeiros. Nesse conceito, foram
incluidos todos os microrganismos que colonizam,cultivaveis ou ndo, de forma sistémica ou
localizada, o interior de tecidos vegetais e que, em nenhum momento, levam ao
desenvolvimento de sintomas relacionados a patogenicidade. Nesse mesmo tempo, esses
conceitos omitem as populagdes microbianas nao cultivaveis, as quais, embora possam ter
papel importante no desenvolvimento vegetal, sdo pouco estudadas devido as dificuldades de
manipulacao.

O papel dos microrganismos endofiticos em associa¢Ges planta-endéfito, nas dltimas
décadas, tem sido extensivamente discutido. Esses seres colonizam nichos ecoldgicos
similares aos colonizados por fitopatdgenos e interacdes entre esses dois grupos sdo possiveis,
e muitos estudos tem mostrado que os microrganismos endofiticos isolados das superficies
dos tecidos desinfectados das plantas exibem potencial em diversas areas aplicadas tanto na
agricultura quanto na biotecnologia (ARAUJO et al., 2008; MENDES e AZEVEDO, 2007)
como descritas no Tabela 2.

Tabela 2- Efeitos benéficos das associacfes plantas — endofiticos.

Efeitos benéficos Referéncias

a) agentes biocontroladores de bactérias e fungos Pieterse e Van Loon, 2004
fitopatogenos, atuando por inducdo de resisténcia Rubini et al., 2005; Hanada, 2006

sistémica;

b) aceleracdo do desenvolvimento das plantas e aumento Mendes et al., 2001

no crescimento; Rodriguez et al., 2007
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) aumento no vigor da planta;

d) tolerancia a estresse biotico e abidtico;

e) aumenta tolerancia a estresse hidrico;

f) otimiza a utilizacéo do fésforo;

g) producédo de farmacos, incluindo novos antibioticos e

antifangicos;

h) modificados geneticamente, acrescentando genes
especificos para a producdo de compostos que possam
ser benéficos para a planta, como genes que produzem
enzimas ou outros compostos que possam proteger as

plantas contra o ataque de pragas e doencas;

i) producdo de metabolitos secundarios de atividade

terapéutica;

j) controle bioldgico na reducdo do ataque de insetos

pragas;

) indicadores de deficiéncias nutricionais de plantas.

Azevedo; Araujo, 2003

Azevedo; Araljo, 2003

Azevedo; Araujo, 2003

Malinowski e Belesky, 2000

Zhang, Son e Tan, 2006

Sebastianes et al., 2012

Aradujo et al., 2007

Zhang, Son e Tan, 2006

White e Cole, 1985

Blodgett et al., 2007

Especificamente com relagdo ao controle biologico utilizando fungos endofiticos ainda

€ uma area pouco explorada e de terreno fragil, pela falta de pesquisas direcionadas aos

fitopatogenos, em especial aos fungos. A maioria das pesquisas desenvolvidas concentra-se na

diversidade, processos de isolamento, caracterizacdo, propriedades e importancia dos

microrganismos (AZEVEDO et al., 2002). Um exemplo de pesquisa sobre biocontrole com

fungos é citado por Almeida (2009) que testou isolados de Trichoderma viride quanto a

capacidade antagonica aos fungos fitopatogénicos Colletotrichum spp., Cercospora musae e
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Asperisporium caricae, todos de fruteiras tropicais. O autor constatou que o antagonista
colonizou e produziu esporos sobre a maioria das colonias de C. gloeosporioides, C. musae e
A. caricae. Além disso, observou a producdo de metabdlitos fixos e compostos volateis e ndo
volateis.

Podemos citar outra pesquisa em que Malathi et al. (2002) investigaram a capacidade
de agentes de biocontrole em promover a inativagdo da toxina sintetizada por Colletotrichum
falcatum, patdgeno da cana-de-acucar. Os autores utilizaram dois isolamentos de
Trichoderma harzianum, que foram cultivados em meio contendo a toxina e, posteriormente,
tiveram a atividade fitotoxica da cultura monitorada por meio de bioensaios e de deteccdo de
vazamento eletrolitico. Constataram que os isolamentos de T. harzianum destruiram
completamente a atividade fitotdxica na cultura e as folhas de cana expostas ao filtrado nao
exibiram sintomas nem aumento na perda de eletrdlitos. Essa toxina € uma dos mais
importantes determinantes de patogenicidade em C. falcatum e o biocontrole promovido por
esses agentes pode ser explicado por essa capacidade de detoxificagdo. Segundo Duffy,
Schouten e Raaijmakers (2003), esse mecanismo de antagonismo é a degradacdo de
substancias toxicas produzidas pelos microrganismos em um dado ambiente. Por exemplo, a
cercosporina é uma substancia toxica produzida por espécies de Cercospora, um fitopatgeno,
contra varios outros microrganismos, sendo também toxica a plantas e animais (MITCHELL
et al., 2003).

Em trabalhos citados por Azevedo et al. (2002), verificou-se que os fungos endofiticos
atuam diretamente sobre o patdgeno, parasitando suas células e impedindo o surgimento dos
sintomas da doenca. Normalmente, nesse processo, estdo envolvidas as enzimas liticas que
degradam a parede celular, assunto que comentaremos em seguida, exterminando o pat6geno,

além de outros processos ja comentados.

2.4 Enzimas hidroliticas envolvidas no controle biologico por micoparasitismo

Um dos mecanismos mais importantes no controle biolégico é a grande variedade de
enzimas liticas que certos fungos sdo capazes de produzir para exercer seu antagonismo
contra outros fungos, tais como as quitinases, pectinases, glucanases, celulases, lipases e
proteases. Esse mecanismo é 0 micoparasitismo, que se sobressai sobre os demais por ser
comum no meio natural. Para que todo esse mecanismo de a¢do do micoparasitismo funcione
de modo eficaz, o processo envolve as seguintes fases: localizacéo, reconhecimento do alvo

pelo antagonista, transmissdo de sinais que resultam na interacdo entre antagonista e
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fitopatogenos, inducdo e producdo de metabdlitos (as enzimas) pelo antagonista e afim, a
digestdo da célula-alvo. Todas essas fases quanto a duracdo, presenca e importancia de cada
uma dependem das espécies de fungos que estdo na interagcdo, o tipo de micoparasitismo
(biotréfico ou necrotrofico) e das condigdes ambientais presentes (MELO, 1999).

Segundo Romeiro (2007), Trichoderma harzianum produz enzimas pectoliticas que
degradam a parede de outros fungos e possui 0 agrupamento génico nagl, que codifica para a
sintese quitinases, ao passo que Fusarium culmorum e Fusarium graminearum produzem a
micotoxina deoxinialenol. Para entendermos melhor a acdo das enzimas, devemos conhecer a
superficie da hifa dos fungos. A parede celular mostra a presenca de trés matrizes
interconectadas: a extracelular ou capsular, a parede e a membrana plasmatica. No interior, o
citoplasma com uma série de organelas.

A matriz extracelular é formada por substancias mucilaginosas que tem funcdo de
adesdo em diferentes grupos de fungos e por diversas enzimas extracelulares. A mucilagem
esta livre na parede e no meio e pode ser o precursor ou um produto de degradacdo do f-
glucano élcali-insoluvel. A insolubilidade caracteristica do B -glucano é uma forma derivada
de sua ligacdo a quitina (VAN WETTER et al., 2000). A matriz também contém hidrofobinas,
que sdo pequenas proteinas que tém a propriedade de auto-reunido a interfaces
hidrofilico/hidrofébica, formado peliculas anfipaticas. Sua funcdo estd em cobrir o micélio
aéreo com essa camada impermeavel. Além disso, essas proteinas interferem nos mecanismos
de simbiose e parasitismo, de acordo com Bartnichi-Garcia (1999) e ja foram encontradas em
Aspergillus niger e Penicillium nidulans (LEITE et al., 2006).

J& a parede celular é constituida de polissacarideos (80-90%), proteinas, lipidios e
carboidratos, sendo responsavel pela forma e integridade estrutural do organismo (MORETTI,
2003). Algumas proteinas sdo enzimas que digerem nutrientes extracelulares ou modificam
estruturalmente a parede. Os glucanos constituem um dos polimeros mais importantes, no
entanto, a quitina é o maior componente estrutural da parede de Aspergillus fumigatus e
outros fungos filamentosos (MELLADO et al., 2003). A quitina é um 8 — glucano, como a
celulose e o quitosano, sendo a enzima quitina-sintetase a responsavel pela sua sintese.

A parede dos Ascomicetos e Basidiomicetos filamentosos consiste principalmente do
complexo (1-3)/(1-6) 8 — glucano-quitina, (1-3) a-glucano e de glicoproteinas. Ha evidéncias
que todos os componentes sdo expelidos na area da parede como entidades separadas e
subsequentemente sdo modificados (VAN WETTER et al., 2000). As enzimas funcionam
como centrais a todos 0s processos bioguimicos. Atuam em sequéncias organizadas, catalisam

as centenas de reacfes que degradam passo a passo as moléculas dos nutrientes, conservam e
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transformam a energia quimica, e sintetizam as macromoléculas bioldgicas a partir dos
precursores simples (LEHNINGER, 2006).

A literatura sobre fungos endofiticos e enzimas é vasta. Orlandelli et al., (2011)
pesquisou sobre a producdo da enzima protease na planta medicinal Piper hispidum em 28
fungos e encontraram 9 fungos considerados promissores. El-Diasty e Salem (2007) testaram
a atividade proteolitica de 89 isolados dosgéneros Aspergillus, Mucor, Geotrichum,

Cladosporium e Penicillium em que a producéo de protease variou de fraca a forte.

2.5 Producéo de metabdlitos secundarios de origem microbiana

O potencial dos microrganismos como fontes de varias substancias surgiu desde a
descoberta da penicilina por Fleming, em 1928. Desde entdo, diversos outros farmacos
baseados em metabolitos de fungos e bactérias foram descobertos, incluindo os antibiéticos
antibacterianos — tetraciclinas, glicopeptideos e estreptograminas — antibidticos antitumorais —
antraciclinas, actinomicinas e mitomicinas — e anti-inflamatoérios — ascomicina (BORGES e
PUPO, 2006; GUIMARAES, MOMESSO e PUPO, 2009).

Segundo Demain e Sanchez (2009), os microrganismos sdo ferramentas promissoras
na busca de diversos metabolitos bioativos e, além disso, tem originado relevantes produtos
para a industria farmacéutica, complementando o0s anteriormente citados: antivirais,
imunossupressores, inibidores enzimaticos, inseticidas, herbicidas, antiparasitarios e muitos
outros compostos.

Dentro desse contexto, ha inUmeras pesquisas sobre microrganismos endofiticos —
fungos e bactérias, as quais estdo pautadas na relacdo simbidtica entre a planta e o endofitico.
Essa simbiose esta baseada na exploracdo mdtua através da protecdo, alimentacdo e
transmisséo do fungo que produz substancias que contribuem para 0 aumento no crescimento,
reproducéo e resisténcias do hospedeiro ao meio ambiente (SAIKKONEN et al., 2004). Os
mesmos autores citam, ainda, que ha a hipotese de um equilibrio entre o poder de viruléncia
do fungo e a defesa da planta, o que caracterizaria a interagdo fungo-planta hospedeira e caso
esse equilibrio seja perturbado, ocorreria a diminuicdo da defesa da planta ou 0 aumento da
viruléncia do fungo.

Com isso, muitos dados na literatura reportam o potencial desses microrganismos na
producdo de metabolitos secundarios. Um dos mais relevantes trabalhos foi relatado por
Stierle, Strobel e Stierle (1993), o qual fez emergir ainda mais o interesse biotecnologico para

0 imenso potencial dos microrganismos endofiticos, quando comprovou a producdo de
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compostos de interesse medicinal obtidos de fungos endofiticos, como por exemplo, o taxol,
um complexo diterpendide, produzido por Taxomyces andreanae, endofito da planta Taxus
brevifolia, é atualmente alvo de estudos para sua producdo em escala industrial. O taxol
também € produzido por outros fungos endofiticos, tais como o Pestalotiopsis microspora,
Periconia sp., Tubercularia sp. e Trichothecium sp. (STROBEL, 2003). Outro relato
importante foi realizado por Yang et al., (2004), o qual mostra o isolamento da substancia
anticancerigena, vincristina, a partir de outro fungo endofitico, Mycelia sterilia, isolado de
folhas de Catharanthus roseus.

Estudos com plantas tropicais da Amazonia tém também sido relatados por Souza et
al. (2004) analisando a atividade antimicrobiana de fungos endofiticos isolados de duas
espécies de plantas tdxicas da Amazonia, a Paulicorea longiflora e a Strychnos cogens.

Outros casos de interacdo, em geral simbidtica, entre fungos endofiticos e plantas tém
sido descritos. E também interessante citar que outros produtos de interesse biotecnoldgico,
como enzimas - amilases, celulases, proteases, lipases, quitinases -, € muitas outras tém sido
encontradas a partir de endofitos, o que os tornam excelente material de trabalho do ponto de
vista aplicado.

Muitas outras plantas tém sido pesquisadas nesse sentido fazendo supor que algumas
das propriedades dessas plantas provém de seus microrganismos endofiticos ou pelo menos de
um sinergismo entre enddéfito e hospedeiro. Esse fato revela a potencialidade da exploracéo
dos endofitos com fonte inesgotavel de metabdlitos secundarios de interesse aplicado. Um
exemplo valioso disso é a pesquisa desenvolvida com o Muscodor albus, uma nova espécie de
fungo endofitico isolado da canela (Cinnamomum zeilanicum), que demonstrou ser capaz de
inibir e até exterminar outros fungos e bactérias pela producdo de cinco tipos diferentes de
compostos metabolitos volateis (STROBEL et al., 2001).

Um dos estudos sobre metabdlitos de fungos endofiticos idénticos aos do hospedeiro
sdo demonstrados pelos compostos anticancerigenos podofilotoxina obtido a partir do
endofitico Trametes hirsuta associado ao hospedeiro Podophyllum hexandrum (PURI et al.,
2006). Diante deste cenario, autores consideram que os enddfitos ainda sdo um grupo de
microrganismos pobremente estudado e que representam uma fonte abundante de compostos
quimicos e bioativos com potencial para a aplicacdo nas areas médica, agrondmica e
industrial (STROBEL e DAISY, 2003), como descritos na Tabela 3.

Adicionalmente, o estudo de endofitos, baseado no isolamento a partir de plantas de
florestas tropicais e caracterizacdo de produtos naturais, tem sido proposto para inimeras
pesquisas (STROBEL e STROBEL 2007; WIYAKRUTTA, 2004).
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Tabela 3 — Alguns metabolitos secundarios de interesse medicinal isolados de fungos

endofiticos.
Fungo endofitico Metabolito secundéario Referéncias
Aspergillus fumigatus Asperfumoidina — inibe a crescimento de
Candida albicans Liu et al., 2004

Aspergillus niger Aurasperona A — inibe células cancerigenas

do colon e antimicrobiana Songet al., 2004
Phoma medicaginis Brefeldina A - tem acdo antibittica e

inibidora de apoptose em células
i Weber et al., 2004
cancerigenas

Phomopsis spp. Fomol — antifingica, antibacteriana e anti-

inflamatéria Weber et al., 2004

Pileggi (2006) avaliou a atividade antimicrobiana de treze linhagens do fungo
Phomopsis sp. isoladas endofiticamente de folhas de Aspidosperma tomentosum,conhecida
popularmente como Peroba-do-Campo e, de peciolos de Spondias mombin, conhecida
popularmente como Cajamanga. Do total, trés linhagens se mostraram capazes de inibir
bactérias, leveduras e fungos filamentosos, mostrando o grande potencial deste fungo como
fonte de produtos bioativos.

Lu et al. (2008) detectou a presenca de uma nova cepa produtora de natamicina e sua
aplicacdo como agente de controle biologico de doencas fungicas, apds constatar forte efeito
inibitorio contra varios fungos patogénicos para as plantas, como Fusarium oxysporum,
Botrytis cinerea e Monilia laxa. A cepa foi identificada como sendo Streptomyces lydicus.
Estudos recentes revelam que bactérias endofiticas promovem o controle biolégico, resultado
de vérios fatores como a producdo de antibidticos. A presenca de bactérias endofificas do
género Pseudomonas com atividade sobre os patdgenos Achylia klebisiana e Phytium
spinosum foi pesquisada em arroz, segundo Adhikari et al. (2001). Outro estudo constatou que
a comunidade endofitica da batata revelou a alta incidéncia de isolados que apresentam
antibiose ao fungo patogénico Rhizoctonia solani (STURZ, CHRISTIE e MATHESON,
1998).
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Braga e Spessoto (2008) isolaram e caracterizaram, morfologicamente, bactérias
endofiticas de diferentes drgéos vegetais da planta medicinal Cordia verbenacea, conhecida
como erva-baleeira. Esses isolados foram testados quanto a habilidade de inibir o crescimento
dos patogenos humanos Staphylococcus aureus, Escherichia coli enteropatogénica,
Micrococcus luteus, Candida albicans, Proteus mirabilis, Bacillussubtilis, Shigella e
Salmonella. Uma linhagem endofitica com capacidade antimicrobiana foi, ainda, cultivada em
meio de cultura liquido para a extracdo de metabolitos utilizando diferentes solventes
organicos. Posteriormente, os extratos foram testados quanto a atividade antimicrobiana in
vitro, utilizando-se a técnica de antibiograma. No total, foram isoladas 116 bactérias
endofiticas, agrupadas em cinco grupos morfoldgicos e 85% delas foram caracterizadas como
sendo Gram-positivas, 15 das bactérias endofiticas apresentaram atividade antimicrobiana
para todos os patdgenos testados, exceto no caso da E. coli enteropatogénica. Os metabdlitos
extraidos e concentrados foram capazes de inibir, de maneira diferenciada, os patdgenos S.
aureus, B. subtilis, P. mirabilis, Shigella, Salmonella e E.coli.

Borges et al. (2009) citam uma variedade de novos compostos e substancias bioativas
isoladas recentemente de fungos endofiticos. E avanca ainda mais quando comenta a
contribuicdo desses como agentes de biotransformacéo, o que nos traz valiosa informacao
para processos biotecnoldgicos na obtencdo de moléculas biotransformadoras, das quais ha
uma dificuldade de obtencdo a partir da sintese convencional em laboratério.

Guimardes (2009), em ensaios antimicrobianos, citotoxicos e enzimaticos, obteve 13
substancias puras a partir do fungo Guignardia mangiferae isolado de folhas de Viguiera
arenaria, sendo cinco ineditas na literatura. Esse estudo corrobora com outras inimeras
pesquisas sobre a diversidade quimica obtida a partir de fungos endofiticos.

Muitos esses trabalhos demonstram, também, que propriedades medicinais de certas
plantas podem estar relacionadas com metabolitos que sdo produzidos por microrganismos
endofiticos. Nessa abrangéncia, segundo Azevedo et al. (2002), a diversidade de metaboélitos
secundarios, produzidos por um unico microrganismo endofitico, ainda nao foi estimada, mas
a expectativa é que seja alta, dada a conhecida versatilidade adaptativa dos fungos.

Como mais um exemplo, além dos ja citados, o fungo filamentoso Colletotrichum é
um género formado por espécies fitopatogénicas responsaveis por grandes perdas econdmicas
em todo 0 mundo. Representantes desse género foram isolados de vérias plantas, entre elas da
Artemisia annua, uma erva medicinal chinesa da qual é extraida a droga antimalérica
artemisinina. Por meio desta pesquisa, demonstrou-se a sintese de, pelo menos, 11 compostos

— 0 alcaldide ergot e alguns derivados, o horménio de crescimento vegetal &cido indol-acético
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(IAA) e trés novos metabdlitos — dos quais a grande maioria exibiu atividade in vitro contra
bactérias e fungos. Como a A. annua é uma planta altamente resistente a insetos e patdégenos,
acredita-se que essa caracteristica possa ser conferida, pelo menos em parte, pelos compostos
produzidos pelo endofitico Colletotrichum (LU et al., 2000; PEREIRA, AZEVEDO e
PETRINI, 1993). E qual a influéncia da producdo desses metabdlitos secundarios encontrados
nesses microrganismos endofiticos? Segundo Azevedo et al. (2002), a producdo esta
intimamente relacionada com a situacdo fisiologica do hospedeiro e os fatores bidticos e
abioticos. A maioria dos microrganismos endofiticos coloniza os espagos apoplasticos entre
as células vegetais, de onde retiram agua e nutrientes necessarios ao desenvolvimento. Fatores
ambientais podem alterar as condic¢des internas da planta, levando a uma mudanga do
ambiente ao redor do endofitico. Este, por sua vez, tem que se adaptar para sobreviver nas
novas condicdes e para isso, produzem compostos que irdo atuar nesse processo de adaptacao.

Nesse contexto, fungo e bactérias endofiticas sdo fontes naturais do interesse
académico e industrial para a busca de novas substancias, principalmente em regides de
elevada biodiversidade como a Amazonia, j4 que a maioria das pesquisam referem-se aos

microrganismos isolados em regides temperadas.
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3. MATERIAL E METODOS
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Figura 3 — Fluxograma das etapas da pesquisa intitulada “Potencial biotecnolégico dos fungos

endofiticos do guarana (Paulliniacupana var. sorbillis) no controle bioldégico da antracnose”.
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Para melhor entendimento, elaboramos um fluxograma das principais etapas realizadas

na Metodologia (Figura 3). Cada etapa esta descrita a seguir.

3.1 Locais de realizacao da pesquisa

A pesquisa foi realizada nos seguintes laboratorios: Laboratdrio de Tecnologias de
DNA Recombinante (Biotecnologia), Laboratério de Bioativos, ambos do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Amazonas — UFAM; no Laboratério de
Fitopatologia/Coordenagdo de Ciéncias Agréaria do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia — INPA e na Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” - ESALQ,

Laboratorio de Genética, em Piracicaba — SP.

3.2 Obtencao dos isolados

3.2.1 Coleta do material

As amostras foram coletadas em Manaus, na Fazenda Experimental da Universidade
Federal do Amazonas — UFAM(03°22" Se 57°42" O), localizada no km 38 (Manaus-
Itacoatiara) e na Fazenda Santa Helena, em Maués (03° 06' S e 60° 01' O), municipio do

Estado do Amazonas (Figura 4).

T ke "
Figura 4 - Area de coleta na Fazenda Santa Helena, Maués, Amazonas. Detalhe do campo de

Paullinia cupana. Foto: Mendes, L. (2010).


http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=pt&pagename=Geografia_de_Manaus&params=03_06_0_S_60_01_0_W
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Para esta pesquisa, foram coletadas pelas equipes da Universidade Federal de
Manaus(UFAM) e Universidade de Sdo Paulo, Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz (ESALQ/USP) em projeto financiado pelas Fundacdes de Amparo a pesquisa do
Estado do Amazonas (FAPEAM) e do Estado de S&o paulo (FAPESP) plantas adultas de
Paullina cupana,que apresentavam ou ndo sintomas de antracnose. Em seguida, as amostras
foram colocadas em sacos de papel, sendo entdotransportadas para o Laboratdrio de Genética
de Microrganismos (LAGEM) na Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Os fungos
Colletotrichumsp. utilizados para essa pesquisa, denominados CL1 e CL3, e depois
identificados como  Colletotrichum  gloeosporioides e Colletotrichum fragariae,
respectivamente, foram isolados de folhas de guarand do municipio de Maues, na primeira

coleta realizada em junho de 2010.

3.2.2Desinfeccdo dos microrganismos endofiticos

Apos a coleta, folhas, ramos e rizospera foram tratadas segundo a metodologia de
Aradujo et al. (2002), comalcool 70% (1 min.), hipoclorito de sodio 2% (3 min.), alcool 70%
(30 seg.) e enxague em agua destilada e esterilizada por duas vezes. Para se ter certeza de que
apenas microrganismos endofiticos foram isolados, a Gltima adgua de lavagem foi distribuida
sobre 0os meios de cultura utilizados e as placas incubadas. Ambos o0s isolamentos
foramrealizados por fragmentacdo, técnica explicita abaixo.

3.2.3 Isolamento por fragmentacao

Para o isolamento, as folhas foram cortadas assepticamente em fragmentos de 5 a 7cm
e distribuidos na superficie do meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA), acrescido de
terramicina (50 pg/ml), tetraciclina (50 pg/ml) ou estreptomicina (50 pg/ml), para a inibi¢ao
do crescimento de bactérias. Todas as placas foram incubadas a 28°C. Diariamente, as placas
foram observadas e analisadas quanto ao crescimento dos fungos (Figura 5).
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Figura 5 - Fragmentacdo de folhas de P. cupana e as emiss@es de hifas de fungos endofiticos.

Quando os fungos iniciaram seu crescimento, as colonias foram repicadas para tubos
de ensaio com o meio de cultura BDA inclinado e, em seguida, submetidas novamente a
incubacdo, identificados com o nimero da planta e do fragmento disposto na placa. Em
seguida, os tubos foram incubados a temperatura ambiente e submetidos a fotoperiodo de 12
horas sob luz fluorescente para estimular a esporulacdo e assim, facilitar uma pré-
identificagcdo. Depois das colonias purificadas, os fungos foram armazenados em tubos
criogénicos utilizando o método de Castellani(1967), em duplicata, etiquetados com data de

armazenamento e codigo.

3.3 Teste de Patogenicidade

Para a realizacdo do teste de patogenicidade, dois isolados de fungos do género
Colletotrichum. Logo, ap6s o isolamento, dois isolados foram identificados no modo
morfologicamente e foram inoculados em folhas de guarana com o objetivo de causar a
antracnose na planta, e assim, os confirma-los como agentes causais da doenca. Com a
confirmacdo da doenca, os dois isolados foram identificados morfologica e molecularmente
(ver resultados) e novamente foram inoculados em folhas de guarana e reisolados.

Assim, o teste de patogenicidade comprovou que os isolados Colletotrichum fragariae
e Colletotrichum gloeosporioides, coletados nas folhas do guarana, sdo agentes causais da

antracnose no guarana.
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3.3.1 Inoculacdo dos isolados Colletotrichum fragariae e  Colletotrichum
gloeosporioidesnas folhas de guarana.

A inoculacéo teve o objetivo de estabelecer de forma artificial uma doenga na planta.
Consistiu basicamente na transferéncia de quaisquer estruturas infectivas do patogeno. Para
IS0, esse processo consistiu de quatro fases: 1) obtencao do indculo, o preparo e a deposicéo
do indculo na superficie do hospedeiro; 2) incubacdo; 3) colonizacdo; e 4) expressdo dos
sintomas e sinais.

A técnica utilizada foi a inoculacdo com cilindros de cultivos artificiais contendo
micélio do patdgeno, conforme descrita por Alfenas e Ferreira (2007). Essa técnica consiste
em colocar sobre o 6rgdo da planta a ser inoculado, discos de cultivo artificial contendo
micélio do patdgeno com ou sem estruturas reprodutivas. Para esse experimento, foram
usados os fungos Colletotrichum fragariae e Colletotrichum gloeosporioidescom 21 dias de
crescimento em BDA e trés mudas de guarand que apresentaram folhas novas. Os discos
foram feitos com auxilio de extratores de discos de 7 mm. Em seguida, os discos foram
colocados sobre as folhas das mudas de guarand conforme os seguintestratamentos: a) folha
com feridas e sem feridas, inoculando o fungo Colletotrichum fragariae); b) folha com feridas
e sem feridas, inoculando o fungo Colletotrichum gloeosporioides); c) testemunha (sem
inoculacéo).

Apos a inoculagdo, as folhas inoculadas foram isoladas das demais plantas com uma
protecdo plastica em cdmara Umida por 48 horas, evitando desta forma, contato entre plantas
inoculadas com isolados diferentes (Figura 6) esperando-se o surgimento dos sintomas nas

folhas para posteriormente reisolar o mesmo fungo inoculado.
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Figura 6 - Inoculagdo dos fungos Colletotrichum fragariae e Colletotrichum
gloeosporioidesnas folhas de guarana com e sem feridas feitas com agulha esterilizada. Foto:
T. Esashika (2012).

3.3.2 Reisolamento dos Fungos Inoculados

Ap6s o surgimento dos sintomas de antracnose nas folhas inoculadas com fragmentos
de Colletotrichum fragariae e Colletotrichum gloeosporioides, o reisolamento dos fungos
endofiticos fitopatogénicosfoi realizado. Foram utilizadas as técnicas de reisolamento direto,
em que as folhas inteiras foram postas em camara imida na placa de Petri com papel imido e

assim, a emissao da esporulacdo foi observada apds 24 horas e coletada a massa alaranjada

%

para uma placa de Petri com meio de cultura BDA (Figura 7).
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Figura 7 - Placas de Petri com fragmentos de folhas (reisolamento indireto) e folhas inteiras
(reisolamento direto) de P. cupana. Foto: T. Esashika (2012).

3.4 Confronto interespecifico in vitroe avaliacdo dos fungos endofiticos contra os

patdgenos C. fragariae e C. gloeosporioides.

Primeiramente, realizou-se uma pré-selecdo a partir dos 522 fungos isolados em
confronto direto com os patdgenos Colletotrichum fragariae e Colletotrichum
gloeosporioides. Os fungos que apresentavam algum tipo de antagonismo foram selecionados
e novamente submetidos ao confronto direto com o Colletotrichum gloeosporioides, pois foi 0
patdgeno que apresentou resultados melhores na pré-selecéo.

Dos 522 fungos, 55 endofitos apresentaram efeito antagénico significativo, e esses
foram submetidos, novamente, ao teste de pareamento contra Colletotrichum gloeosporioides,
conforme metodologia modificada de Badalyan, Innocenti e Garibyan (2002).

Apds o periodo propicio para o crescimento dos fungos selecionados para os testes,
discos da cultura de 5 mm de didmetro, contendo micélio dos isolados foram cortados dos
microrganismos selecionados tanto dos antagénicos quanto dos testadores e transferidos para
novas placas com meio de cultura BDA, sendo que cada disco de microrganismo selecionado
para o teste foi colocado de lados extremos das placas de Petri a 1 cm da borda da placa. O
teste foi realizado em triplicata. Como testemunha, usou-se 0 patdgeno cultivado
isoladamente, colocando-se um disco de micélio no centro de cada placa. Desta forma, com o
crescimento dos dois microrganismos, observamos a ocorréncia da inibicdo de alguns dos
fungos selecionados, ap6s 7 e 15 dias em camara climatizada a 28 °C. As avaliacGes foram
determinadas pelo crescimento radial por meio da medicdo do didametro das coldnias dos
patdgenos, utilizando-se de uma régua milimetrada e medindo-se os trés raios partindo do
disco de micélio até as bordas da placa tirando-se a média e também o raio do patégeno em
direcdo ao antagonista.

Assim, o crescimento radial foi usado para o célculo do indice de Antagonismo (1A)

dos isolados que apresentaram inibicdo, de acordo com Campanile, Ruscelli e Luisi (2007):

IA = (RM—rm) x100
RM

Onde:RM é a média dos trés raios da col6nia do antagonista em outras diregdes;

rm € o raio da coldnia do fungo endofitico em direcdo ao antagonista.
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As interagBes competitivas entre endofitos e o patégeno foram baseadas na escala de
Badalyan (BADALYAN, INNOCENTI, GARIBYAN, 2002), descrita na Tabela 4.

Tabela4d- Descricdo das interagdes antagonicas de acordo com Badalyan, Innocenti, Garibyan
(2002), apresentando trés tipos de interacdes possiveis: A, B e C e quatro sub-categorias: Cas,
Ca2, Cg1 € Cg2.

InteracOes Descricéo

antagonicas

A Formacao de barreira (deadlock) com contato micelial
B Formacao de barreira (deadlock) sem contato micelial, a distancia
Ca1 Crescimento parcial do endofito sobre o fitopatdgeno depois da

formacdo de barreira inicial (deadlock) com contato micelial

Caz Crescimento completo do enddfito sobre o fitopatdgeno depois da
formacéo de barreira inicial (deadlock) com contato micelial

Ce: Crescimento parcial do enddfito sobre o fitopatdgeno depois da

formacdo de barreira inicial (deadlock) sem contato micelial

Ca Crescimento completo do endofito sobre o fitopatdgeno depois da

formacdo de barreira inicial (deadlock) sem contato micelial

Apo6s o confronto interespecifico in vitro, foram selecionados oito isolados que
apresentaram atividade antagonica significativa. Esses oito isolados foram identificados
morfoldgica e molecularmente. Em seguida, dos oito isolados, cinco deles foram selecionados
para a serem usados na inoculagdo in vivo contra o C. gloeosporioides. Os isolados foram

identificados morfologica e molecurlamente.
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3.5 Identificacdo dos isolados endofiticos e patdgenos

3.5.1 Identificacao de fungos pela morfologia

A identificagdo morfologica foi realizada pela Micoteca URM604 da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE) com o auxilio da curadora Dra. Cristina Maria de Souza
Motta. A partir do teste de antagonismo, os oito fungos, que apresentaram algum tipo de
inibicdo foram selecionados para, posteriormente, serem identificados em nivel de género ou
espécie, baseados nas caracteristicas morfoldgicas e por meio de anélises moleculares. A
anélise morfoldgica consistiu na atribuicdo de cores exibidas pelo micélio do fungo quando
crescido em meio BDA a 28°C. Os fragmentos das colénias fungicas foram corados em
lactofenol azul-de-algoddo e analisados em microscépio Optico para a observacdo de
estruturas reprodutivas, de resisténcia ou andlise da morfologia das hifas (grampos de
conexao, septagdo). As estruturas observadas foram comparadas com as estruturas descritas
na literatura, conforme Arx (1974), Barnett e Hunter (1972) e Hanlin; Menezes (1996).

3.5.2 Identificacao pelo método molecular

3.5.2.1 Extragdo de DNA cromossomal total de fungos filamentosos

A fim de complementar a identificacdo dos fungos do teste de patogenicidade e dos
fungos que mostraram atividade antagonica, utilizou-se 0 método para a extracdo de DNA
fenol/cloroférmio. Apds o crescimento do fungo em meio liquido, o meio de cultura foi
filtrado em funil de Buchner em papel filtro e separado do micélio. Em seguida, o micélio foi
triturado com pistilo e almofariz de porcelana com auxilio de nitrogénio liquido até formar
uma pasta homogénia. Essa pasta foi transferida para um tubo eppendorf identificado, no qual
acrescentou-se 1 ml de tampéo de extracdo (SDS 10%, EDTA 0,5M, H,O Milig, TRIS-HCI
pH 8, NaCl 5M).0s tubos foram incubados em banho-maria a 70°C por 1 hora. Depois desse
periodo, as amostras foram retiradas do banho-maria e centrifugadas por 10 minutos a 10.000
xg. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado em um novo tubo eppendorf, indicando
volume aproximado de 1 ml. No novo tubo com o sobrenadante, adicionou-se fenol na mesma
quantidade do sobrenadante. Os tubos foram agitados levemente para misturar o fenol a
amostra. Depois de homogeneizadas, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a
10.000 xg. Novamente, o sobrenadante foi coletado cuidadosamente e posto em novo tubo
eppendorf. Ao tubo com sobrenadante, adicionou-se a mesma quantidade do sobrenadante de
clorofane (cloroformio e fenol na proporcdo 1:1). Depois de adicionado o clorofane, as
amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 10.000 xg. Novamente, o sobrenadante foi

coletado em um novo tubo eppendorf e a0 mesmo volume do sobrenadante, foi adicionado



48

clorofil (cloroférmio e alcool isoamilico na propor¢do 24:1). Em seguida, o sobrenadante foi
coletado cuidadosamente e posto em novo tubo eppendorf. Depois de adicionado o clorofil, as
amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 10.000 xge a sobrenadante foi coletado em
novo tubo eppendorf. Para precipitar 0 DNA, em cada amostra, a0 seu sobrenadante foi
colocado 60% do seu volume de alcool etilico e 30% de seu volume de NaCl 5M. Depois,
todas as amostras foram homogeneizadas levemente e colocadas no congelador a -20° C por
10 minutos. Apds esse tempo, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a10.000 xg.
Em seguida, o sobrenadante de cada amostra foi descartado com muito cuidado para que 0
sedimento ndo fosse também descartado. A fim de limpar de modo mais completo o
sedimento, adicionou-se 300 pl de &lcool etilico 70% em cada amostra e retirado em seguida.
Depois desse processo, todos 0s tubos permaneceram secando por 1 hora a 37°C. Apos a
secagem, aos tubos foram adicionados de 300 a 600 ul de TE, dependendo da viscosidade do
liquido. As amostras foram estocadas no congelador a -20°C.

3.5.2.2 Quantificagcdo do DNA

Para verificar a extracdo e estimar a concentracdo de DNA, foram colocados 5ul do
DNA genémico e 5ul de tampdo TBE de amostra em gel de agarose 0,8%, corado com
brometo de etidiol0mg/mL. Foi realizada a fotodocumentacdo das imagens com auxilio de

transluminador com luz ultravioleta.

3.5.2.3 Amplificacdo do DNA pela reacdo de PCR

As amostras de DNA gendmico extraidas foram submetidas a Reacdo de Polimerase
em Cadeia (PCR) para a amplificacdo das regides ITS do rDNA com os oligonucleotideos
iniciadores ITS1 e ITS4.

ITS1 (5 TTCCGTAGGTGAACCTGCGG 3°)
ITS4 (5> TCCTCCGCTTATTGATATGC 3°)

A reacdo de amplificagdo de PCR foi realizada conforme o protocolo descrito na

Tabela 5, sendo o volume final de 25 pL:
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Tabela 5- Protocolo da reacdo de amplificacdo do PCR para fungos, distinguindo somente o

tipo de iniciador (primer) especifico.

Reagentes 1 Reagéo (uL) Concentracéao
Agua deionizada autoclavada 7,7
Tp 5X 5,0 1x
MgCl; 25mM 2,5 2,5mM
dNTP 2,5mM 2,5 2,5 mM
Primer(F) 5 pmoles/uL 1,0 0,2 uL
Primer2(R) 5 pmoles/pL 1,0 0,2uL
Taq 5U/uL 0,3 15U
DNA 10ng/uL 50
Total 25,0

A quantidade de DNA utilizado para a reacdo de PCR foi de 50 ng de DNA.

O programa utilizado teve o seguinte perfil de temperatura:
1- Desnaturacdo inicial: 95°C por 2 minutos;
2- Desnaturagéo: 94°C por 40 segundos;
3- Anelamento dos primers: 60°C por 1 minuto;
4- Extensdo da fita: 72°C por 2 minutos;
5- Repeticdo das etapas de 2 a 4 em 35 ciclos;
6- Extensdo final: 72°C por 5 minutos; e
7- 4°C dai em diante
Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de
agarose a 1% por cerca de uma hora e em seguida, corados por 20 minutos com brometo de
etidio 1%.
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3.5.2.4 Sequenciamento do DNA por PCR ExoSAP

As enzimas Exonuclease | e Fosfatase Alcalina de Camardo foram utilizadas para
limpar a reacdo de PCR de restos de primers que ndo foram incorporados ao DNA. Essa
reacdo de limpeza teve como volume final 28 pl para cada amostra: 20 pl da amostra + 8 pl
de ExXoSAP (para cada 5ul da amostra, colocou-se 2 pl de ExoSAP). (Exonuclease | +
Fosfatase Alcalina de Camar&o).

O programa seguiu as seguintes condi¢des de ciclagem:

1. Incubagéo a37 °C por 15 minutos;

2. Inativacdo com ExoSAP a 80 °C por 15 minutos.

Em seguida, para a reacdo de sequenciamento, 8ul do Mix (H,O, Primers e BigDye)

foram adicionados a 2 pl de DNA, com os reagentes listados na Tabela 6:

Tabela 6- Protocolo da reacdo para a limpeza da reacdo por meio das enzimas Exonuclease |

e Fosfatase Alcalina de Camarao.

Reagentes 1 Reagéo (uL)
Agua deionizada autoclavada 3,7
Tp 5X Buffer 2,0
Primerl(F) 2 uM 1,0
Primer2(R) 2 uM 1,0
ABI BigDye v 3.1 0,3
DNA 10ng/uL 2,0
Total 10,0

O programa utilizado teve o seguinte perfil de temperatura:
1- Desnaturacdo inicial: 96 °C por 60 segundos;
2- Desnaturagéo: 96 °C por 10 segundos;
3- Anelamento dos primers: 50 °C por 15 segundos;
4- Extensdo da fita: 60 °C por 75 segundos;
5- Repeticdo das etapas de 2 a 4 em 15 ciclos;
6- Desnaturagéo: 96 °C por 10 segundos;
7- Anelamento dos primers: 50 °C por 15 segundos;
8- Extensdo da fita: 60 °C por 90 segundos;
9- Repeticdo das etapas de 6 a 8 ciclos;

10- Desnaturagdo: 96 °C por 10 segundos.
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3.5.2.5 Anélise de dados da identificacdo molecular

A fim de verificar a qualidade das sequéncias nucleotidicas, as ferramentasusadas
foram a anélise via PHRED (verificacdo da qualidade das sequéncias); BLASN (Basic Local
Alignment Search Tool) do NCBI (The National Center for Biotechnology Information) para

analise de similaridade com bancos de dados.

3.6 Inoculagéo in vivo

3.6.1 Inoculacéo in vivo do Colletotrichumsp. com e sem RNA fita dupla (RNAfd)

Ap6s a evidéncia de bandas RNA fita dupla (RNAfd) observadas no fungo
Colletotrichumgloeosporioides, foi realizado um experimento em que os fungos
Colletotrichumfragariae e Colletotrichumgloeosporioidesconstavam nos tratamentos, sendo
um isolado sem a presenca do micovirus e outrocom o micovirus, respectivamente.

Para a inoculacéo, cilindros de cultivos artificiais contendo micélio dos dois fungos
foram utilizados (Figura 8), conforme metodologia descrita por Alfenas e Ferreira (2007).

O experimento constou de 4 tratamentos com 10 repeticdes cada, sendo, 40 plantas
utilizadas no total:

Tratamentos:

T1 - Controle - sem inoculagéo (10 plantas)

T2 - Colletotrichumgloeosporioides — com virus (10 plantas)

T3 - Colletotrichumfragariae — sem virus (10 plantas)

T4 - Colletotrichumgloeosporioides e Colletotrichumfragariae— com virus + sem
virus (10 plantas)
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Figura 8 - Inoculacdo dos isolados Colletotrichumfragariae e
Colletotrichumgloeosporioidesem folhas novas de P. cupana, e camara Umida apds a
inoculacdo, na casa de vegetacdo. A: Inoculacdo do isolado Colletotrichumgloeosporioides
(T2); B: Inoculacdo do isolado Colletotrichumfragariaeem camara Umida utilizando saco
plastico umedecido com &gua esterilizada; C: Inoculagdo dos isolados

Colletotrichumfragariae e Colletotrichumgloeosporioides (T4).
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3.6.2 Contronto in vivo dos fungos antagonistas contra o patogeno
Colletotrichumgloeosporioides

Neste experimento, foram utilizados os fungos antagonistas Aspergillus flavus,
Penicillium verruculosum, Geotrichum candidum, Penicillium pinophilume Schizophyllum
communecontra o patdégeno Colletotrichum gloeosporioides. Foram usadas 120 plantas no
total, sendo 12 tratamentos com 10 repeticdes cada.

Primeiramente, as plantas foram inoculadas no dia 05 de agosto de 2013 com o0s
antagonistas 1, 2, 3, 4 e 5. Ap0s 5 dias de intervalo para 0s antagonistas se estabelecerem, no
dia 09 de agosto, o patdgeno Colletotrichumgloeosporioides foi inoculado (Figura 9).

Os tratamentos foram os seguintes:

Tratamentos:

T1 - Controle

T2 — Antagonista 1 (Penicillium verruculosum)
T3 — Antagonista 2 (Geotrichum candidum)
T4 — Antagonista 3 (Aspergillus flavus)

T5 — Antagonista 4 (Penicillium pinophilum)
T6 — Antagonista 5 (Schizophyllum commune)
T7 - Patogeno - Colletotrichumgloeosporioides - CL1
T8 — Penicillium verruculosum + Patdgeno

T9 — Geotrichum candidum + Pat6geno

T10 — Aspergillus flavus + Patégeno

T11 — Penicillium pinophilum + Patégeno

T12 — Schizophyllum commune + Patdgeno
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Ap0s a inoculacdo de ambos 0s experimentos, esperou-se 0 aparecimento dos sintomas
da antracnose nas folhas das mudas cerca de 20 a 30 dias. Para a analise do antagonismo, as

lesGes foliares(sintomas) foram medidas com o auxilio de uma régua milimetrada.

Figura 9 - Inoculagéo dos isolados antagonistas Aspergillus flavus, Penicillium verruculosum,
Geotrichum candidum, Penicillium pinophilum e Schizophyllum communee do patégeno
Colletotrichum gloeosporioides em folhas novas de P. cupana, e cAmara umida apo6s a
inoculacdo, na casa de vegetacdo. A: Inoculagdo dos isolados antagonistas; B: camara Umida

utilizando saco plastico umedecido com agua esterilizada, na casa de vegetacéo.

3.7 Analise Estatistica

Para o experimento inoculagdo in vivo do Colletotrichum com e sem virus de RNA fita
dupla, o delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 4 tratamentos
e 10 repeticbes cada tratamento. Para o experimentodo confronto in vivo dos fungos
antagonistas contra o patégeno Colletotrichumgloeosporioidestambém foi inteiramente
casualizado, com 12 tratamentos e 10 repeticdes cada. Para as analises, foi utilizado o
programa Assistat 7.7 Beta, com a andlise de variancia, teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamentos de C. gloeosporioides e C. fragariae

Das lesGes de sintomas de antracnose em folhas de guarand foram obtidos dois
isolados provenientes do municipio de Maues — AM, em primeira coleta realizada no més de
junho de 2010 (Tabela 7). Houve dificuldade de se obter mais isolados desse fungo com
emissdo da esporulacdo nesta época, e muitas vezes, pela emissdo de hifas de outros fungos

possivelmente saprofitas, tais como Fusarium spp.

Tabela 7— Isolados de Colletotrichumsp. e seus respectivos tecidos de origem deP. cupana,
Maues, AM, 2010.

Numero do isolado Tecido Cadigo Municipio
Origem/atual
Colletotrichum gloeosporioides Folha DFIMF(C1) Maués
Colletotrichum fragariae Folha DF3M C (C 3) Maués

4.2 Isolamento dos fungos endofiticos do guarana

De um total de 280 fragmentos (folhas, ramos, rizosfera) obtidos de coletas (Manaus e
Maues) obtidos por pesquisadores do grupo participante do projeto “Estudo da diversidade de
microroganismos associados ao guaranazeiro (Paullinia cupana (Mart.) Ducke) visando o
controle da antracnose” foi isolado um total de 522 colbnias de fungos endofiticos, sendo 278

isolados oriundos das folhas, 179 dos ramos além de 65 fungos da rizosfera (Figura 10).
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Figura 10 - Quantidade de isolados de fungos endofiticos das folhas, ramos e rizosfera de P.

cupana, provenientes dos municipios de Maués e Manaus — AM.
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4.3 Armazenamento dos fungos isolados do guarana

Os fungos endofiticos isolados do guaranazeiro foram armazenados em tubos
criogénicos, em duplicata, pelo método de Castellani (1967), com fragmentos do meio de
cultura contendo pedacos da coldnia imersos em agua destilada esterilizada, devidamente
identificados e datados, em temperatura ambiente e guardados no laboratorio de Genética de

Microrganismos da Universidade Federal do Amazonas (Figura 11).

Figura 11 -Armazenamento dos fungos endofiticos em tubos criogénicos pela Técnica de
Castellani (1967), em duplicata.Foto: K. Oliveira (2011).

4. 4ldentificacdo parcial dos fungos endofiticos

A identificacdo por meio das caracteristicas morfologicas dos isolados foi feita por
microscopia e aspecto das colbnias possibilitando identificar alguns géneros. Dentre as
colbnias foram encontrados os géneros: Pestalotiopsis, Colletotrichum, Xylaria, Guignardia,
Trichoderma, Aspergillus e Penicillium. A probabilidade do nimero de géneros ser bem
maior do que os encontrados é inegavel, pois além destes géneros, em alguns isolados néo foi
possivel a identificacdo e em outros ndo se observou a presenca de estruturas reprodutivas.
Também, segundo Azevedo et al. (2000), varios fungos filamentosos endofiticos ndo possuem
estruturas reprodutivas quando cultivados em meio de cultura, o que torna a sua
identificacdomorfoldgica bastante dificil (RUBINI, 2005). Em um recente estudo sobre
fungos endofiticos de folhas de guaranazeiro (SIA et al., 2013) também foram encontrados

praticamente os mesmos fungos encontrados por nos pela analise morfologica alem de alguns
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outros em grande quantidade como Diaporthe/ Phomopsis A Figura 12 exemplifica a a
diversidade dos isolados endofiticos encontrados nas folhas, ramos e rizosfera de P. cupana.

Figura 12 - Exemplos de algumas morfoespécies de fungos endofiticos isolados de folhas,

ramos e rizosfera de P. cupana.
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4.5 Teste de Patogenicidade

4.5.1 Reisolamento dos fungos inoculados

Apo0s a inoculacdo dos fungos patdgenos, o inicio dos sintomas de antracnose surgiu
na primeira semana, sendo que o reisolamento do patégeno foi realizado na segunda semana,
quando as lesdes foliaresse mostraram mais evidentes, com lesGes necréticas nas folhas, de
coloragdo marrom-avermelhada de tamanho significativo. Os sintomas somente surgiram nas
folhas feridas com agulha esterilizada, conforme mostrado na Figura 13.

Esse fato corrobora com estudo feito com C. gloeosporioides em maracuja que revelou
a reproducdo dos sintomas da doenca somente na inoculacdo com ferimento no limbo foliar
(FRANCISCO NETO et al.,1995). Bailey et al. (1992) ressaltam que o ferimento é essencial
para a penetracdo de algumas espécies do género Colletotrichum.

No reisolamento direto, nas lesbes da antracnose, uma massa alaranjada surgiu em
menos de 24 horas, porém, também emergiram hifas de fungos saprofitas, possivelmente do
género Fusarium. Logo, somente por meio do reisolamento indireto (fragmentacdo das
folhas), os fungos endofiticos que emergiram foram isolados e repicados em novas placas de
Petri contendo meio BDA.

Foram reisolados quatro fungos dos fragmentos queinoculamos o fungo
C.gloeosporioides (L1M, L1E, L1G, L1J) e quatro do C. fragariae (L3C, L3E, L3FF, L3FG).
Na Figura 14, hd a comparacdo da caracterizacdo morfoldgica do CL1 - C. fragariae com o
L1E, o fungo endofitico reisolado das lesGes necréticas. Bem com o CL3 - C.

gloeosporioides— com o L3C.
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Figura 13 - Folhas de P. cupana com sintomas de antracnose: lesbes necrdticas nas folhas, de
coloracdo marrom-avermelhada, ap6s 2 semanas da inoculagdo dos patdgenos C.
gloeosporioideseC. fragariae. Foto: T. Esashika (2012).
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Figura 14 - Macromorfolégica dos fungos CL1 - C. gloeosporioides — com o L1E, e também
do CL3 - C. fragariae — com o0 L3C, sendo o L1E e L3C, os fungos endofiticos reisolados das

lesBes necroticas, apds 15 dias de crescimento em meio BDA a temperatura ambiente.
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4.5.2 ldentificagcdo molecular dos isolados obtidos no teste de patogenicidade

4.5.2.1 Extracdo e amplificacdo do DNA para o sequenciamento

A extracdo de DNA foi realizada pelo método fenol/cloroférmio, com a utilizagéo de
nitrogénio liquido. Os fungos estdo definidos comoC. gloeosporioides (controle) e o0s
reisolados L1M, L1E, L1G, L1J; C. fragariae (controle) e seus respectivos reisolados L3C,
L3E, L3FF, L3FG,em que C. gloeosporioides e C. fragariaeforam os controles usados para
inoculacdo nos guaranazeiros sadios e 0s seus reisolados, apés infeccdo por antracnose. Essa
metodologia mostrou-se eficiente na extracdo de DNA da massa micelial dos fungos
filamentosos (Figura 15), resultando em quantidade e pureza de DNA suficiente para a

utilizacdo posterior das técnicas de PCR e sequenciamento.
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Figura 15 — Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio da
extracdo de DNA dos fungos isolados de P. cupana. Primeira fila: Pogos de 1 a 6 — Amostras
CL1E; Pogos 7 e 8 — Controles doC. gloesporioides e C. fragariae, respectivamente; Pogo 9 —
Marcador molecular; Segunda Fila: Pogos de 12 a 17 — Amostras CL3C.
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Os iniciadores especificos 1TS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) foram utilizados para amplificacdo da regido conservada
ITS do rDNA, os quais permitiram a obtencdo de um fragmento de cerca de 600 pb (Figura
16) que corresponde ao gene ITS (WHITE et al.,, 1990). Essa regido € util no estudo da
sistematica molecular em nivel de espécie e amplamente sequenciada em fungos, de acordo
com Gardes e Bruns (1993).

Figura 16 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio da
amplificacdo da regido ITS do rDNA dos fungos isolados de P. cupana. Po¢co 1 — marcador de
peso molecular de 1Kb (Fermentas); Poco 2 — C. gloeosporioides (controle); Pogo 3 — L1E;

Poco 4 —C. fragariae (controle); Po¢o 5 - L3C.
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4.5.2.2 Anélise das sequéncias obtidas dos isolados no teste de patogenicidade.

O produto da PCR foi utilizado para o sequenciamento da regido ITS do rDNA e apds
o resultado do sequenciamento, a andlise das sequéncias foi avaliada via Phred, demonstrando

aqualidade das sequéncias (Figura 17).

Amostra 8 (L1E)> 8_A06.ab1 ( View 8 A06.scf eletrophercaram)/ View 8 A06.abi list with score
G -GAGAAAACAC TT CTTG
CTCCGGG GTCCGCCACTACCTTTGAGGGCCTA GGCCCCAACAC
CAA TTGAGGGTTGAAATGAC CGAACAGGCATGCCCGCCAGAATGCTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGAT
TGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTT
AAAAGTTTTGATTATTTGCTTGTACCACT AACGTCGTTAAATCAGAGTTTGGTTATCCTCCGGCGGGCGCCGACCCGC
CCGGAGGCGGGAGGCCGGGAGGGTCGCGGAGACCCTACCCGCC C TATAGGTATG ACAAAGGG

AACTCAGT ATCCCTC TTCAC A

Amostra 9 (L1E)> 9_A06.ab1 ( Views A06.scf eletropheroaram)/ View 8 A06.ab1 list with score
GGACCAGAA GGG A CT _CGGT c.C
CCA T C GCCC CACC
G A GCT G AAT CG
T TCA CTT G
A T TCCTCCG GG CCCGCCC
G CGGGAGGCCGGGAGGGTCGCGGAGACCC A ATA ATG G
ATCCCTC B

Figura 3 —(A)Andlise da qualidade das sequéncias do fungo controle CL1 (amostra 8) e
(B)do fungo reisolado L1E (amostra 9), via Phred, utilizando a ferramenta PHPH, disponivel

no sitehttp://helix.biomol.unb.br/phph/index.html.

A analise da identificacdo molecular dos fungos C. gloeosporioides e C. fragariae,
controles usados para inoculacdo nos guaranazeiros sadios, e 0s seus reisolados, foi feita por
comparacdo das sequéncias depositadas no Gene Bank. O resultado do sequenciamento
permitiu um alinhamento de boa qualidade com a sequéncia nucleotidica que corresponde a
identificacdo dos fungos como sendo C. gloeosporioides e C. fragariae, com taxas de
similaridade de 95 e 98 %, respectivamente, ao alinhamento das sequencias dos fungos
reisolados do guaranazeiro com antracnose — L1E e L3C — como sendo C. gloeosporioides e
C. fragariae, respectivamente (Tabela 8), confirmando o reisolamento dos fungos
fitopatogénicos e o teste de patogenicidade.


http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html
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Tabela 8- Analises das sequéncias obtidas dos fungos isolados de P. cupana (C.
gloeosporioides — CL1 e C. fragariae — CL3) e os seus respectivos reisolados (L1E e L3C),
numero de nucleotideos semelhantes ao mesmo numero de nucleotideos dos fungos C.
gloeosporioides e C. fragariae armazenado no banco de dados (NCBI), query covarage, e-

value e a porcentagem de similaridade de cada fungo avaliado.

] Query o
Numero de Ident. Maxima
Fungos i Coverage E-value
Nucleotideos (%)
(%)
C. gloeosporioides
497/503 92 0.0 99
(controle)
Reisolado L1E 484/507 92 0.0 95
C. fragariae
478/501 90 0.0 95
(controle)
Reisolado L3C 479/490 92 0.0 98

O alinhamento da sequéncia do fungo Colletotrichum (controle) contra a sequéncia do
fungo reisolado no guaranazeiro com sintomas de antracnose apresentou 95% de identidade
no programa BlasT (Tabela 9). Portanto, podemos inferir que o Teste de Patogenicidade
baseado nos Postulados de Kock foi comprovado, pois certificou-se que os fungos isolados
das folhas de P. cupana identificados como C. gloeosporioidese C. fragariae foram capazes
de causar lesdes necrdticas caracteristicas da antracnose e quando reisolados, foram
identificados como sendo das mesmas espécies e, portanto, sdo fungos fitopatogénicos de P.

cupana.

Tabela 9— Analises das sequéncias dos fungos controle C. gloeosporioides e C. fragariaepela
comparacdo da sequéncia do mesmo fungo apds inoculacédo e reisolamento no guaranazeiro

demonstrando 95% e 98% de identidade, respectivamente.

Ident. e o
Espécie Méxima dentificagio dos
(%)
C. gloeosporioides 95 C. gloeosporioides

C. fragariae 98 C. fragariae
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4.5.3 Identificagdo morfologicados fungos C. fragariaee C. gloeosporioidesno teste de
patogenicidade.

A identificacdo morfologica foi realizada pela Micoteca URM604 da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), no Departamento de Micologia, sob a coordenacdo da
curadora Dra. Cristina Maria de Souza Motta e realizada pelo Ms. Jadson Bezerra, do
Programa de Pds-Graduacéo de Biologia de Fungos.

Foram realizadas as identificacGes dos isolados C. gloeosporioides e C. fragariae. A
identificacdo morfologica do isolado CL1 corroborou com sua identificagdo molecular,
mostrando como resultado a espécie Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz & Sacc., 0
gue demonstra a complementariedade dos estudos molecular e morfolégicos.

Ja o isolado CL3, sua identificacdo molecular apresentou a espécie Colletotrichum
fragariae, e sua respectiva identificacdo morfoldgica identificou a espécie Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz & Sacc. (Tabela 10).

Tabela 10— Comparacdo da identificagdo molecular e morfoldgica dos fungos patogénicos C.

gloeosporioides e C. fragariae.

Isolado Identificacdo Molecular Identificacdo Morfoldgica

CL1 C. gloeosporioides Colletotrichum  gloeosporioides  (Penz.)
Penz. & Sacc.

CL3 C. fragariae Colletotrichum  gloeosporioides (Penz.)
Penz. & Sacc.

Esse contraditdrio resultado demonstra que a identificacdo das espécies do género
Colletotrichum necessita de mais estudos, pois as estruturas morfoldgicas das espécies desse
género assemelham-se entre si, 0 que torna a identificagdo complexa. A Curadora da Micoteca
URM, responsavel pela identificacdo morfologica desses isolados, teceu comentario
especifico sobre esses isolados, a qual os qualificou como complexos e recomendava o estudo
molecular.

Realmente, de acordo com Sutton (1992), o género Colletotrichum apresenta uma

grande variacdo morfoldgica, o que reflete na ampla variabilidade genética que ocorre entre e
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dentro das espécies deste género. Essa é a causa principal da dificil definicdo das espécies
desse género.

Menezes (2002) cita que nas espécies do género Colletotrichum ascaracteristicas
morfologicas sdo delimitadas pelo tamanho e forma dos conidios e apressorios e pelas
caracteristicas das coldnias, como textura e coloracdo. A grande plasticidade morfolégica é
um reflexo da grande variabilidade genética que ocorre neste género, além da forte influéncia
do ambiente em alguns caracteres como a formacéo de setas e producéo de conidios.

Photita et al. (2005), em seu artigo sobre a caracterizacdo morfologica e molecular de
espécies de Colletotrichum em plantas na Tailandia, comentam que a divergéncia do
nucleotideo de rDNA ¢é variavel em diferentes taxa de fungos e ndo ha critério definido da
divergéncia do nucleotideo rDNA de niveis intra e inter-especificos do Colletotrichum sp. Em
resumo, as espécies de Colletotrichum foram diferenciadas com base na andlise das
sequéncias e o0s resultados foram comparados para a diferenciacdo do taxa baseada nas
caracteristicas de cultura e morfoldgicas.

Lacap et al. (2003) tém demonstrado que alguns morfotipos coincidem muito bem com
espécies quando testadas usando analise molecular. Na presente pesquisa, a maioria dos
isolados de Colletotrichum do mesmo hospedeiro com as mesmas caracteristicas morfoldgicas
foram mostradas por analise molecular serem as mesmas espécies. Por outro lado, isolados de
Colletotrichum do mesmo hospedeiro, mas com diferentes caracteristicas morfoldgicas foram
considerados serem espécies diferentes (PHOTITA et al., 2005).

Neto (2009) também estudou a caracterizagdo molecular de fungos endofiticos e
patogénicos do géneroColletotrichum spp. e que foram isolados de P. cupana.

Assim, a solucdo para realizar a diferenciacdo destas espécies seria a repeticdo do
sequenciamento com a abrangéncia de uma maior cobertura da regido que se deseja

sequenciar.
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4.6 Confronto interespecifico in vitroe avaliacdo dos fungos endofiticos contra o
patdgeno C. gloeosporioides.

Para o teste de antagonismo, foi selecionado o isolado Colletotrichum gloeosporioides,
proveniente de fragmentos de folhas de guarana.

Os testes de antagonismo foram realizados pelo confronto direto dos 522 fungos
isolados contra o Colletotrichum gloeosporioides pela metodologia ja descrira em material e
meétodos.

A partir dos resultados da cultura pareada, foi observadoque o confronto direto de 522
fungos endofiticos contra Colletotrichum gloeosporioides apresentou 55 resultados de
antagonismo, ou seja, 8,73% apresentaram efeito antagbnico significativo de investigagédo
com o0 patégeno, seja inibindo o seu crescimento pela formacdo de uma barreira ou pela
producdo de algum metabdlito secundario ou ainda pelo crescimento do endofitico sobre o
fitopatdgeno. Esses efeitos ou habilidades antagonisticas de cada fungo foram classificados de
acordo com a escala de Badalyan et al. (2002), a qual apresenta trés principais tipos de
reacOes - A, B, C - e quatro subtipos — Ca1, Cgi, Caz € Cpga.

Dos 55 endofitos que apresentaram efeito antagénico significativo, foram obtidas seis
interacdes do tipo A (Figura 18 e Tabela 11), o que representa 11% do total. Essa reacdo
competitiva acontece por inibicdo do crescimento do fitopatdgeno com a formacdo de uma
barreira (deadlock) e ha contato micelial entre o endofito e o patégeno. O indice de
antagonismo desses fungos foi no intervalo entre 31,60 % a 45,60 % (Tabela 12).
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Penicillium verruculosum Geotrichum candidum

Figura 18 - Teste de antagonismo dos isolados de fungos endofiticos contra C.
gloeosporioides, aos 15 dias de inoculacdo em placa de Petri contendo BDA, na seguinte
ordem, da esquerda para a direita: Tipo A: 472, 507, 372, 473, 479 e 415.
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Foram obtidas também trés interacdes do tipo B, com barreira (deadlock) a distancia, o
que representa 5,4% do total (Figura 19). Esses endofitos apresentaram os maiores indices de
antagonismo, entre 64,50 a 69,20% (Tabela 11).

C. gloeosporioides C. gloeosporioides

.

/
r
y

Aspergillus flavus

Figura 19 - Teste de antagonismo dos isolados de fungos endofiticos contra C.
gloeosporioides, aos 15 dias de inoculacdo em placa de Petri contendo BDA. Tipo de
interacdo B: 272, 81, 47.
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Nas interagdes do tipo C, foram obtidos os seguintes resultados: 12 intera¢Ges do tipo
Ca1, que representa um parcial crescimento do endéfito sobre o fitopatogeno e hé a formacgéo
de barreira inicial com contato micelial. O indice de antagonismo nessa interagdo variou de
12,20 a 35,30% (Tabela 11).

Garcia (2009) avaliou a atividade in vitro de 97 fungos endofiticos isolados de folhas
da planta Sapindus saponaria contra o fitopatdgeno Colletotrichum sp.Das linhagens
avaliadas, 63 apresentaram indices maiores de inibicdo do crescimento do patégeno, sendo
que a interacdo variou entre 42,22 a 62,79%. Na pesquisa de Garcia e na presente pesquisa, as
interacOes do tipo Cai apresentaram os maiores indices de antagonismo. Polli et al. (2013)
também encontrou resultados interessantes com o teste de isolados de Mikaria glomerata
contra o fitopatégeno Colletotrichum sp., sendo que a interacdo com resultados promissores
foi, também, a do tipo Ca;.

Foram encontradas cinco interagcbesdo tipo Caz, que representa um completo
crescimento do endofito sobre o fitopatdgeno e ha a formacdo de barreira inicial com contato
micelial. Houve variacdo do indice de antagonismo de 12,30 a 25,30%.

Foram encontradas dez interagGes do tipo Cgi1, que representa um parcial crescimento
do endofito sobre o fitopatdgeno depois da formacdo de barreira inicial sem contato micelial,
com indice de antagonismo que variou de 12,20 a 28,50%.

Do tipo Cg.foram encontradas 19 interacoes, em que h& o completo crescimento do
enddéfito sobre o fitopatdgeno depois da formacdo de barreira inicial sem contato micelial,
com variacgdo de indice de antagonismo de 20,10 a 39,20%.

Dos nove isolados que apresentaram inibi¢do, quatro sdo isolados da rizosfera, trés séo
de plantas que apresentaram sintomas de antracnose e dois séo de plantas sadias. Dos 46 que
apresentaram algum tipo de antagonismo, 21 sdo de plantas que ndo apresentaram nenhum

sintoma, 23 sdo de plantas que apresentaram sintomas e trés de rizosfera.
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Tabela 11- indice de antagonismo entre 55 fungos endofiticos do guarana e os fitopatdgenos

Colletotrichum gloeosporioides.

Fungos indice do Tipo de Interacao
Endofiticos Antagonismo 1A (%)
CED 415 42,60
CED 372 31,60 Formacdo de barreira com
RZ 479 32,20 contato micelial A
RZ 473 38,90
RZ 507 40,00
RZ 472 45,60
CP 272 64,50 Formacdo de barreira sem
CES81 66,30 contato micelial (a
CE 47 69,20 distancia)B
CE 179 25,80
CE 161 24,50
CE 157 35,30
CE 53 12,20 Parcial crescimento do
CE 57 22,30 endofito sobre o
CE 58 23,40 fitopatdgeno depois da
CE 62 29,30 formacdo de barreira inicial
CE 16 34,10 com contato micelial
CE 43 20,20 Ca1
CP 243 28,20
EP 653 12,20
EP 650 14,30
17,20 Completo crescimento do

Rz 500 _

24,20 endofito sobre o
Rz 467 . .

12,30 fitopatdgeno depois da
CED 413

20,10 formacdo de barreira inicial
CP 214

25,30 com contato micelial
CP 241

Ca2

Rz 465 18,20 Parcial crescimento do




CE 164 28,20 endofito sobre o

CE 137 28,50 fitopatdgeno depois da
CE 49 28,40 formacdo de barreira inicial
CE 134 28,40 sem contato micelial
EP 604 12,20 Cg1

EP 532 12,90

CED 381 13,30

CED 404 14,20

CP 198 20,00

CP 213 36,30

CP 208 39,20

CP 212 29,10 Completo crescimento do
CP 211 26,20 endofito sobre o

CP 250 27,70 fitopatdgeno depois da
CP 247 28,90 formacdo de barreira inicial
CP 246 30,00 sem contato micelial
CP 249 26,20 Ceg2

CE 84 28,20

CE71 24,20

CE 83 30,00

CE 160 34,20

CE 173 33,20

CE 171 20,10

CE 108 24,90

CE 78 23,70

CP 204 21,10

CP 222 23,50

CP 225 22,30

72
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Apo0s o teste de antagonismo, foram selecionados cinco isolados para o teste in vivo
contra o Colletotrichum gloeosporioides na casa de vegetacdo.Como critério para a selecdo
desses isolados, foram selecionados os que apresentaram 0s indices de antagonismo
significantes, do tipo de interacdo A e B, que sdo as interacbes com contato micelial e
formacéo de barreira, como mostra a Tabela 12. Esses cinco isolados foram identificados na

forma morfoldgica e molecular, conforme veremos nos proximos topicos.

Tabela 12- Endofitos identificados e selecionados para o teste in vivo contra o Colletotrichum

gloeosporioides, na casa de vegetacao.

Fungo endofitico

o - indice de Tipo de
identificado Identificacdo )
Antagonismo (%) Interacéo
472 Penicillium verruculosum 45,60 A
415 Geotrichum sp. 42,60 A
507 Schizophyllum commune 40,00 A
47 Aspergillus flavus 69,20 B
81 Penicillium pinophilum 66,30 B

Esta inibicdo de crescimento de C. gloeosporioides,sob condi¢des in vitro, ocorreu,
possivelmente, devido a antibiose, uma vez que foi impedido o desenvolvimento do
fitopatdgeno, como citado por Kupper, Fernandes e Goes (2003). Microrganismos que agem
por antibiose geralmente tém amplo espectro de acdo, de forma que na inibicdo dos fungos a
producdo de substancias toxicas é mais efetiva do que qualquer outro mecanismo de acédo
envolvido. A constatacdo da producdo de substéncias inibidoras produzidas pelos fungos
endofiticos isolados do guarana ao C. gloeosporioides é importante para o entendimento do
mecanismo de a¢do do antagonismo, possibilitando, dessa forma, o controle da doenca pelo

uso das substancias produzidas.
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4.7 Identificacbes dos fungos antagdnicosPenicillium verruculosum, Geotrichum sp.,
Schizophyllum commune, Aspergillus flavus, Penicillium pinophilum.

4.7.1 Identificacdo molecular

4.7.1.1 Extracdo e amplificacdo do DNA para o sequenciamento

A extracdo de DNA pelo método fenol/cloroférmio, com a utilizagdo de nitrogénio
liquido para a trituracdo da massa micelial dos fungos filamentosos (47, 81, 272, 415, 472,
473, 479, 507) foi mais eficiente em comparacdo ao método CTAB + forca mecanica,
resultando em quantidade e pureza de DNA suficientes para a utilizagdo posterior das técnicas
de PCR e sequenciamento (Figura 20). Algumas amostras foram amplificadas duas vezes
porgue a extracdo de alguns fungos foi extremanente dificil e também foram extraidos de trés

a quatro vezes.

9 1011 12

Figura 20 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio da
extracdo de DNA dos fungos antagonistas. Poco 1 — marcador molecular; Pogos 2 e 3 - 81;
Pocgo 4 — 507; Pogo 5 - 272; Pocos 6 e 7 — 47; Pogos 8 e 9 — 472; Pogo 10 — 415; Pogo 11 —
479; Poco 12 — 473
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4.7.1.2 Resultado do PCR

A regido conservada do gene DNA ribossomal (rDNA) de ITS foi amplificada
utilizando oligonucleotideos iniciadores ITS1/ITS4 permitindo a amplificacdo de uma banda
unica que representa um fragmento de DNA de aproximadamente 600 pares de base (pb).
Assim, com a quantidade e pureza suficientes de DNA, a regido ITS foi amplificada dos

seguintes fungos antagonistas (Figura 21).

Figura 21 - Perfil eletroforético da amplificacdo da regido ITS do rDNA dos isolados em gel
de agarose 0,8%, corado com 0,5 pg/mL de brometo de etidio. Pente superior: Poco 1 —
Marcador de peso molecular de 1 Kb (Fermentas); Pogos 2 e 3 - 81; Pogos 4 e 5 - 272; Pogos
6 e 7 — 47; Marcador de peso molecular; Pocos 9 e 10— 472; Pogcos 11 e 12 — 479; Poco 13 e
14 — 473.
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4.7.1.3 Anédlise das sequéncias para identificacdo dos isolados antagonistas

Os produtos da PCR do sequenciamento da regido ITS1-5, 8S-1TS4 do rDNA foram
analisados via os programas BioEdit e BLAST. O BLAST compara as sequéncias obtidas
com aquelas depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/) e fornece informag6es
quanto & homologia entre elas. A comparacdo das sequéncias de nucleotideos da regido ITS1-
5,8S-1TS4 das amostras fungicas e as sequéncias cadastradas no Banco Internacional de
Genes (NCBI) permitiram a identificacdo taxonémica dos isolados do presente trabalho em
nivel de género. Os resultados mostraram a identificagdo dos géneros Aspergillus,
Penicillium, Geotrichum eSchizophyllum como possiveis fungos antagonistas da espécie
Colletotrichum gloeosporioides. Todas as identificagdes mostraram o valor de e sendo 0
(zero), o que significa que quanto mais proximo de 0 € o valor do e, maior € o significado da
similaridade entre as sequéncias comparadas. O query cover é um indicativo da qualidade do
alinhamento das sequéncias e a identificagdo méaxima nos fornece a porcentagem do nimero
de bases da sequéncia do fungo antagonista que alinharam com a da sequéncia armazenada do
fungo (Tabela 13).

Tabela 13— Andlises das sequéncias obtidas dos fungos antagonistas isolados de P. cupana,
namero de nucleotideos semelhantes ao mesmo numero de nucleotideos dos fungos
respectivos armazenados no banco de dados (NCBI), e-value, query covarage e a

porcentagem de similaridade de cada fungo avaliado.

Identificacdo

Isolado Molecular NUmero de E-Value Query Cover (%) Ideljntidade
Nucleotideos Maxima (%)

47 A Aspergillus flavus 559/564 0 100 99
81A Aspergillus flavus 563/563 0 100 100
272 A Aspergillus flavus 563/566 0 100 99
415B Geotrichum sp. 594/592 0 100 99

472 B Penicillium aculeatum 533/543 0 100 98

473 B Penicillium sp. 515/516 0 100 99

479 B Penicillium sp. 510/519 0 100 98

507 B Schizophyllum sp. 546/546 0 100 99



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.7.2 ldentificacdo morfoldgica dos isolados antagonistas

A identificacdo morfolégica dos fungos antagonistas, como j& mencionado,

realizada pela Micoteca URMG604 da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), no

Departamento de Micologia, sob a coordenacdo da curadora Dra. Cristina Maria de Souza

Motta e realizada pelo Ms. Jadson Bezerra, do Programa de Pds-Graduacdo de Biologia de

Fungos. A identificacdo molecular confirmou a morfoldgica de oito isolados, com excecéo do

isolado 81A, em que a molecular demonstrou a espécie Aspergillus flavus, enquanto que a

morfologica Penicillium pinophilum Thom. (Tabela 14).

Tabela 14- Comparacdo da identificacdo molecular e morfoldgica dos fungos antagonistas
47,81, 272, 415, 472, 473, 479, 507.

Isolado Identificacdo Molecular Identificacdo Morfologica

47 A Aspergillus flavus Aspergillus flavus Link

81A Aspergillus flavus Penicillium pinophilum Thom.
272 A Aspergillus flavus Aspergillus flavus Link
415B Geotrichum sp. Geotrichum candidum Link
472 B Penicillium aculeatum Penicillium verruculosum Peyronel
473 B Penicillium aculeatum Penicillium verruculosum Peyronel
479 B Penicillium sp. Penicillium verruculosum Peyronel
507 B Schizophyllum sp. Schizophyllum commune Fr.

foi
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4.8 Ocorréncia de RNA fita dupla (dsRNA) em C. gloeosporioides

Durante o teste de patogenicidade do CL3, identificado como sendo a espécie
Colletotrichum gloeosporioides, a ocorréncia de bandas RNA fita dupla (dsRNA) foi
observada (Figura 22).Segundo Frazzon et al. (2000), os micovirus infectam frequentemente
varios géneros de fungos. A maioria dessas infec¢Bes sdo latentes, porém, em alguns casos, a
presenca destes virus pode interferir no fendtipo do hospedeiro. O estudo sobre os efeitos do
dsRNA em fungos concentra-se em espécies fitopatogénicas, nos quais a presenca deles tem

sido associada a hipoviruléncia em seus hospedeiros.

Figura 22 - Gel de agarose de DNA do Colletotrichum gloeosporioides mostrando as bandas
RNA fita dupla (dASRNA), apontadas pelas setas.

McCabe, (1999) e Yu et al. (2010) comentam sobre a importancia da hipoviruléncia
dos micovirus como uma ferramenta de controle bioldgico contra fungos fitopatogénicos, pois
guando eles estdo nas células vegetais, atuam como perturbador do desenvolvimento dos
fungos, como, por exemplo, afetam a esporulacdo, a reprodugdo sexual e a viruléncia, sem
causar debilitacdo geral. Outra informacgédo que tem atraido o interesse de pesquisadores: 0s
virus mantém os fungos hospedeiros em estado vegetativo do crescimento, o que equivale a
um desenvolvimento defeituoso do fungo (McCABE,PFEIFER e VAN ALFEN, 1999).
Compreender como 0s micovirus causam esse fenétipo é essencial para oferecermos regras de
como podemos utilizar esse conhecimento no controle bioldgico das doengas causadas por

fungos fitopatogénicos.
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Pearson et al. (2009) citam também que a hipoviruléncia dos fungos pode causar
infeccdo e pode induzir a hipoviruléncia em outros patdgenos por transferéncia viral, ou seja,
0s micovirus sdo regularmente transmitidos por meio do contato citoplasmatico pela fuséo de
hifas e também, essas particulas virais podem ser transmitidas para os esporos durante o
desenvolvimento do fungo. Eles ndo tém habilidade de lisar as células do hospedeiro. Logo, o
Unico mecanismo natural € o citoplasma. Porém, esse modo de transmissdo abrange um
limitado numero de hospedeiros, ja que os fungos filamentosos possuem um sistema de auto-
reconhecimento geneticamente regulado que impede a fusdo de hifas entre linhagens
incompativeis. Esse sistema de incompatibilidade vegetativa limita a transmissdo dos
micovirus por meio da transmisséo sexual em populagdes fungicas (McCABE et al., 1999).

Vérios outros estudos ja foram realizados e os micovirus tém sido reportados em
diversas espécies de fungos fitopatogénicos, como no Fusarium oxysporum (KILIC e
GRIFFIN, 1998) e Fusarium graminearum (KWON et al., 2009). Em
Colletotrichumlindemuthianum, um estudo foi realizado por Rawlinston, Carpenter e

Muthyalu (1975) e em Colletotrichum gloeosporioides comentado por Dale et al. (1988).

fungo filamentoso, isolado CL3, Colletotrichum fragariae. Imagem de 0,2 pum. Foto:

Francisco Tanaka — Esalq (2013).
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Nesta pesquisa, reportamos a presenca de particulas virais dsSRNA isométricas em
guarand (Figura 23). Figueirédo et al. (2012) reportou, pela primeira vez, a presenca de
particulas virais encontradas em C. gloeosporioides, agente causal da antracnose no caju
(Anacardium occidentale L.). Ainda comenta que, uma vez provada a hipoviruléncia de C.
gloeosporioides, mais pesquisas podem ser realizadas de modo a permitir o uso dessa
descoberta como uma alternativa de controle bioldgico em A. occidentale.

Logo, micovirus encontrados em fungos fitopatogénicos tém sido reportados como
uma alternativa para ser usado como agente de controle bioldgico contra doencas em plantas.
No caso, deve ser uma questdo de estudo aprofundado e novos estudos in vitro e in vivo

deverdo ser realizados visando o controle da antracnose no guarana.

4.9 Inoculacgéo in vivo

4.9.1 Inoculagéo in vivo do Colletotrichum com e sem micovirus.

Como observado na Tabela 15, o patdgeno sem o micovirus foi significativamente
diferente em comparacdo ao patdgeno com o micovirus, apresentando maior patogenicidade
que o Colletotrichum, possuidor de virus Nas folhas de P.cupana e com a auséncia do
micovirus, os sintomas da antracnose, tais comolesfes necréticas com coloracdo marrom-

avermelhada, encrestamento das folhas e necrose foram expostos de forma ampla.

Tabela 15 — Sintomas da inoculacdo in vivode C. gloeosporioides sem e com micovirus
nas folhas jovens deP. cupana. Casa de vegetacdo da Universidade Federal do
Amazonas — UFAM. Manaus — AM.

Pat6genos Sintomas (cm)
C. gloeosporioides (com micovirus) 0,92b
C. gloeosporioides (sem micovirus) 243a
C. gloeosporioides (com e sem micovirus) 0,70b
Controle 0,00 c

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de

significancia, para cada patogeno.
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O patdgeno com micovirusdemonstrou resultados menos significativos, mas foram
resultados essenciais para observar que a presenca do micovirus no patdgeno, torna esse
patégeno hipovirulento, pois ndo permitiu que a colonizacdo e os sintomas da antracnose
causados pelo patogeno fossem expressados como eles foram nas folhas inoculadas com o
patdégeno que ndo tem o micovirus. De alguma forma, comenta Tiago e Furlaneto (2002),
esses micovirus ndo estdo latentes e tém ampla participacdo na expressdo da caracteristica
analisada, a viruléncia.

O controle, ou seja inoculacdo sem o patdgeno, comoesperado, foi diferente dos dois
patdgenos,ou seja, zero de sintomas. Por outro lado, a inocula¢do conjunta dos patdgenos
com e sem micovirus em uma mesma folha, ndo se diferenciou estatisticamente dacom o
hipovirulento (patdgeno com o micovirus), mostrando que o patdgeno que tem o micovirus
reduziu o efeito do altamentepatogénico (patdgeno sem micovirus), ndo permitindo que o C.
gloeosporioides colonizasse de forma ampla as folhas de P. cupana.

Figueirédo et al. (2012) comentam que, em muitos casos, esses micovirus estao
associados com a hipoviruléncia de fitopatdgenos fungicos e por isso, podem se tornar um
método alternativo de controle biolégico (DALZOTO et al., 2006). A presenca de RNA fita
dupla (RNAdf) e particulas virais em fungos pode estar associada a diversas alteracGes
fenotipicas nos hospedeiros. Muitos autores observaram alteracfes na viruléncia de fungos
fitopatdgenicos, geralmente a hipoviruléncia e a revisdo de Ghabrial et al. (2009) apresenta
uma série de casos em que a presenca de micovirusreduz a patogenicidade de fungos que
atacam plantas. O mesmo deve estar ocorrendo em nossa pesquisa com Colletotrichum, que
pode ter tido sua patogenicidade modificada pela presenca de RNAdf.

Geralmente RNAs fita dupla séo latentes ou cripticos, mas em alguns casos, fenétipos
particulares sdo observados em fungos que contém esses micovirus, como alteracbes na
patogenicidade, principalmente hipoviruléncia. Dalzoto et al. (2006) obtiveram resultados
interessantes com o entomopatégeno Beauveria bassiana. Em bioensaio contra percevejo
marrom da soja, Euschistus heros, uma linhagem de B. bassiana com RNAdf foi menos
virulenta que a isogénica, o que evidencia o carater de hipoviruléncia do RNAdf neste fungo.

Em Colletotrichum, h& registros da presenca de RNAdf associado a particulas virais
descrito por Rawlinson et al., em 1975 e por Figueirédo et al. (2012). Entretanto, muitos
estudos concentram-se apenas na deteccdo da presenca destes micovirus. Enquanto a acdo que
eles podem exercer na morfologia ou fisiologia de fungos ainda ndo foi investigada. E o

Colletotrichum é um dos fungos fitopatogénicos principais descritos no Brasil.
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Embora haja muitos relatos sobre RNAs dupla fita em fungos, o significado bioldgico
dessas micoviroses, incluindo sua influéncia na patogenicidade e/ou influéncia no fenétipo do
hospedeiro, ainda é incerto para a maioria dos casos. Consequentemente, essas infeccdes tém
gerado grande interesse e tém se tornado alvo de extensas pesquisas, especialmente em
fitopatdgenos em que ha um grande potencial na utilizacdo de RNAs dupla fita como agentes
de controle bioldgico, utilizando a hipoviruléncia que estes virus podem conferir a estes

fungos.

4.9.2 Contronto in vivo dos fungos antagonistas contra o patégeno C. gloeosporioides.

O patdgeno Colletotrichumgloeosporioides, inoculado sozinho, colonizou e causou
lesbes foliares em P. cupana, de forma agressiva e diferente de todos os outros tratamentos,
como podemos observar na Tabela 16.

As inoculagBes com os endofiticos P.verruculosum, G. candidum, A. flavus, P.
pinophilum, S. commune realizadas nas mudas de P. cupana ndo produziram lesdes foliares
apos o periodo de incubacdo. Desse modo, verificou-se que esses fungos ndo sao patogénicos
em folhas de P. cupana e podem ser utilizados em testes de antagonismo em viveiros
florestais. Segundo Azevedo (1998), estabelecer um limite que defina qual microrganismo é o
endofitico e qual é o patdgeno é complexo, sendo que, algumas vezes, certos endofiticos que
ndo causam sintomas aparentes em determinado hospedeiro podem agir como patdgenos em
outros.

No controle bioldgico, a doenca nédo € sé a interacdo entre patdgeno e hospedeiro, mas
o resultado da interacdo entre patdgeno, hospedeiro e uma série de microrganismos nao
patdégenos que também repousam no sitio de infec¢do. O papel desses microrganismos nédo
patdgenos seria de limitar ou aumentar a atividade do patdgeno, ou a resisténcia do
hospedeiro (REMUSKA et al., 2009).

Ademais, podemos também observar que osfungos endofiticos P. verruculosum, G.
candidum,A. flavus e P. pinophilumapresentaram efeitoantagbnico ao
Colletotrichumgloeosporioides, sendo que o isolado S. commune apresentou efeito antagdnico
menor aos demais (Tabela 16). Nas pesquisas de Janior et al. (2013), eles
tambémencontraram fungos do género Aspergilluse Penicillium com efeito antagbnico, mas

contra Botrytis cinerea.
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Tabela 16-Sintomas da inoculagdo, in vivo, de C. gloeosporioidese de fungos
endofiticos nas folhas jovens deP. cupana. Casa de vegetacdo da Universidade Federal
do Amazonas — UFAM. Manaus — AM.

Tratamentos Sintomas (cm)
Controle 0,00d
Penicillium verruculosum 0,00d
Geotrichum candidum 0,00d
Aspergillus flavus 0,00d
Penicillium pinophilum 0,00d
Schizophillum commune 0,00d
Colletotrichumgloeosporioides 2,65a
P. verruculosum + C. gloeosporioides 0,90¢c
G. candidum + C. gloeosporioides 1,09¢
A. flavus + C. gloeosporioides 0,96 c
P. pinophilum + C. gloeosporioides 0,89¢
S. commune + C. gloeosporioides 1,68b

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
significancia, para cada patogeno.

Bettiol (1991) e Kupper et al. (2003) relatam que a eficacia dos antagonistas in vitro
ou in vivo (casa de vegetacdo) ndo corresponde a garantia de reducdo de doencas no campo e
pode ser insuficiente para estabelecer o limiar de populacdo exigida para um biocontrole no
campo, mas, com certeza, pode servir como indicador da viabilidade no controle de
fitopatdgenos sob condicOes naturais de infeccéo.

A partir desses resultados preliminares de antagonismo por meio do método de
pareamento de culturas, pode-se evidenciar o potencial de controle de alguns fungos
endofiticos. E assim, com base nesses ensaios, cria-se a expectativa de que, se aumentassemos
a quantidade do fungo antagonista em relacdo a populacdo natural do fungo patdgeno,
combinado com a maior frequéncia de aplicagdes no seu tempo ideial, seria possivel
aumentar, também, as possibilidades de sucesso de biocontrole da antracnose. Entretanto,
embora os enddfitos antagonistas ndo tenham demononstrado patogenicidade contra o
guaranazeiro, sua aplicacdo no controle biologiuco tem que ser precedida por testes para
estudo de outras propriedades que possam ser prejudiciais. Sabe-se, por exemplo, que um dos
antagonistas ensaiados, o A. flavus, possui linhagens que apresentam producgédo de toxinas
cancerigenas, como a aflatoxina, Se esta linhagem produzir tal toxina, ela ndo seria
recomendada para o biocontrole, especiualmente em plantas como o guaranazeiro usada na
fabricacao de bebidas e medicamentos. Futuros estudos poderdo tmbém indicar qual ou quais
pricipios ativos nestes antagonistas endofiticos possam ser purificados e utilizados como

fungicidas com amplas possibilidades de uso agricola.
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CONCLUSOES FINAIS

e Foram isolados 522 fungos endofiticos do guaranazeiro, provenientes de plantas
dosmunicipios de Manaus e de Maués, sendo 278 isolados oriundos das folhas, 179
dos ramos, 65 da rizosfera; varios deles podem apresentar propriedades de valor
biotecnologico.

e No teste de patogenicidade, foram identificados os isolados C. gloeosporioides e C.
fragariae, como patdgenos de P. cupana. Por meio de testes morfoldgicos a diferenca
entre as duas espécies ndo puderam ser sepaadas mas processos moleculares indicaram
tratar-se de duas espécies distintas.

e Nos testes de confronto interespecificos in vitro contra o C. gloeosporioides, 0s
isolados Penicillium verruculosum, Geotrichum sp., Schizophyllum commune,
Aspergillus flavus, Penicillium pinophilum foram identificados como potenciais
fungos antagonicos de C. gloeosporioides. Novamente a importancia do uso de testes
moleculares e morfoldgicos permitiu nes ultimo caso classificacdo das espécies
Schizophyllum commune e Geotrichum candidum néo classificados como espécies por
técnicas moleculares.

e A ocorréncia de bandas RNA fita dupla (dsRNA) foi observada no isolado C.
gloeosporioides. E nos testes in vivo na casa de vegetacdo,o patdgeno sem o micovirus
demonstrou resultado estatisticamente significativo possuindo maior patogenicidade
em relacdo ao com virus que mostrou uma hipoviruléncia o que € importante para o
controle bioldgico de doencas como a antracnose.

e As inoculagdes com os endofiticos P.verruculosum, G. candidum, A. flavus, P.
pinophilum, S. commune realizadas nas mudas de P. cupana nao produziram lesdes
foliares apds o periodo de incubagdo. Desse modo, verificou-se que esses fungos nao
sdo patogénicos em folhas de P. cupana e podem ser utilizados em testes de
antagonismo em viveiros florestais, desde que ndo apresentem outros efeitos

prejudiciais como producéo de toxinas.
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ANEXOS
ANALISES DAS SEQUENCIAS

X Localizar: | fr Antesior Préximo | [F] Opgées +
Legend for links to other resources: (1] UniGene [3 GEO [8 Gene B Structure [T Map Viewer Bl PubChem BioAssay !
Seauences producing significant alignments:

Colletotrichum gloeosporioides strain X-12 185 ribosomal RNA gene,

Sordanomycetes sp. MD4 185 ribosomal RNA gene, partial sequence;

Colletotrichum gloeosporioides clone m9 18S ribosomal RNA gene, par

Colletotrichum gloeosporicides clone mé 18S ribosomal RNA gene, pai

Colletotrichum gloeosporioides isolate ED(Ne) 18S ribosomal RNA gen

Colletotrichum glososporioides strain CCGHNO1 185 ribosomal RNA ge

Colletotrichum gloecsporicides clone 12 185 rbosomal RNA gene, par

Colletotrichum gloeosporioides clone 18 18S ribosomal RNA gene, par

Colletotnichum gloeosporicides clone 4 18S nbosomal RNA gene, parts 896 92% 0.0
Colletotnchum gloeosporioides clone 9 18S nbosomal RNA gene, parti 896 2% 0.0
Colletotrichum gloessporioides clone 8 185 rbosomal RNA gene, part 856 2% 00
Coletotrichum alososporicides clone 7 185 ribosomal RNA gene, part 896 2% 00
Colletotrichum gloeosporioides clone 10 185 ribosomal RNA gene, par 896 2% 00
Colletotrichum gloecsporioides isolate T33 185 ribosomal RNA qene, | as6 2% 00
Colletotrichum gloeosporioides isolate T35 18S ribosomal RNA gene, | 896 2% 0.0

Glomerelia cinqulata isolate A2 185 nbosomal RNA gene, partial sequ 296 92% 0.0
Colletotrichum gloeosporioides strain QPg961 18S nbosomal RNA gens 896 2% 0.0

Glomerella cinqulata genes for 185 rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 28¢ 896 2% 00

Glomerella cinqulata genes for 185 (RNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 285 89 2% 0.0

Glomerella cinqulata genes for 185 rRNA, ITS1, 5.85 rRNA, ITS2, 28 896 2% 0.0
Colletotrichum gloeosporioides isolate JB.L.VC6 185 ribosomal RNA ge 891 2% 0.0
Colletotrichum gloeosporioides 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5.85 rf 21 8s1 2% o0
Colletotrichum aloeosporicides strain COS 185 ribosomal RNA gene, p 851 2% 00

Uncultured funqus 18S rRNA gene, ITS1, 5.8S rRNA gene, ITS2 and 891 92% 0.0

Uncultured fungus 18S rRNA gene, ITS1, 5.85 rRNA gene, ITS2 and | 1 891 92% 0.0 9%
Uncultured funqus 18S rRNA qgene, ITS1, 5.8S rRNA gene, ITS2 and 891 2% 0.0 99%
Uncultured fungus 18S rRNA gene, ITS1, 5.8S rRNA gene, ITS2 and 891 2% 0.0 99%
Unculturad funqus 1S rRNA gene, TTS1, 5.85 fRNA gene, ITS2 and | 1 5% 00 9%
Colletotrichum gloeosporioides strain HBwh-1 185 ribosomal RNA gen 8s1 2% 0.0 9%
Colletotnichum tropicale stran 21080 18S ribosomal RNA qene, partia 891 2% 0.0 99%
Coletotrchum alososporiodes olate C07009 185 rbosomal KA aer 51 2% 00 99%

Anexo 1- Analises das sequéncias do fungo controle C. gloeosporioides (CL1) pela
comparacao das sequéncias depositadas no bando de dados Gene Bank, demonstrando taxa de

similaridade de 99 % com a espécie do fungo C. gloeosporioides.

).!b HQ&45081.1 Colletotrichum gloeosporioides sctrain JX-12 185 rikbosomal RNA

gene, partial segquence; internal transcribed spacer 1, 5.85
ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 285 rikosomal RNA gene, partial sequence
Length=580

Score = 896 bits (485), Expect
Identities = 497/503 (99%), Gaps
Strand=Plus/Minus

0.0
0/503 (0%)

Query 43 TGEEGGEETCTTGCGEETAGAGTCCCTCCGEGATCCCAGTGCGAGACGTARAGTTGCTACGS 102

POLEEEEr e e e el
Sbjecr 504 T TTTTACGGCARGAGTCCCTCCGGATCCCAGTGCGAGACGTARAGTTACTACGC 445

Query 103 ARAGGAGGCTCCGEGAGGEICCECCACTACCITIGAGGECCTACATCAGCTGTAGGECCC 162
TIRTT R r e e e e el
Sbjct 444 ARAGGAGGCTCCGGEGAGEGTCCGCCACTACCTITGAGGGCCTACATCAGCTGTAGGECCC 385

Query 163 CRACRCCRRGCAGRGCTITIGRGGGITGRRATGRCGCTICGRACRGECATGCCCECCAGRRATE 222
PRI ennnrrrrrrrrennnnl
Sbjct 384 CRACACCARGCAGAGCTTGRAGGGTTGRAATGACGCTCGRACAGGCATGCCCGCCRGRATGE 325

Query 223 CIGECGEECECAATGTGCGTTCARRGATTICGATGATTCACTGAATTICTGCARTTCACATT 282
NN N NN NNy
Sbict 324 CTGGECGGEECECAATETECGTTCRAARGATTCGATGATTCACTGRAATTCTGCAATTCACATT 265

Query 283 ACTTATCGCATTITCGCTGCGTTICTITCATCGATGCCAGRRCCRAGRGATCCGTTIGTTARRRE 342

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 264 ACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCR CCRRGRGATCCEGTTETTARRRE 205

Query 343 CGITTTGATTATTIGCTIGTACCACTCAGRAGARACGTCGTTARATCAGAGTITGETTATC 402
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Sbict 204 GITTTGATTATTTGCTTGTACCACTCAGARGRRAC TTARATCRGRGTTTGETTATC 145

Query 403 CTCCGGCGGGCGCCGRCCCGCOC CCTRCC 462
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Skjct 144 CICCGGECEEECECCEACCCGECCC 85

Query 463 CGCCERAAGCAACAGTTATAGGTATGITCACAARGEETTGTAGAGCCTARACTCAGTAATGE 522
Prrrrrrrrre e rrrrrrrrrrrrnrrerrnnn
Sbjct &4 CGCCGRAGCARCACGTTATAGETATGITCACARAGECTTATAGAGCGTARACTCAGTARTE 25

Query 523 ATCCCTCCGCAGGTTCACCTACG 545

PRt
Sbjct 24 ATCCCTCCGCAGETTCACCTACE 2
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Anexo 2- Anélises das sequéncias do fungo controle C. gloeosporioides (CL1) pela
comparacdo das sequéncias depositadas no bando de dados Gene Bank, demonstrando a
semelhanca de 497 dentre 503 bases, 0 que equivale a 99 % de similaridade com a espécie do

fungo C. gloeosporioides.

Sequences producing significant alignments:

Description
Colletotrichum fraganiae isolate CF63 185 ribosomal RNA gene,

Colletotrichum fragariae strain LC0220 internal transcribed
Colletotrichum sp. Veqa242 interal transcribed spacer 1, partial seq
Colletotrichum fragariae isolate LA26 165 nbosomal RNA gene, partia
Colletotrichum fragarias strain CF-75 185 rbosomal RNA gene, partia
Colletotrichum fragariae 185 rbosomal RNA gene, partial sequence; :
Colletotrichum sp. Veqa398 intemal transcribed spacer 1, partial seq
Colletotrichum gloeosporioides isolate CBE(Ro) 185 rbosomal RNA ges
Colletotrichum gloeosporioides isolate SL1a(9) 185 ribosomal RNA gel
Colletotrichum glososporioides isolate NA40a(11) 18S ribosomal RNA
Colletotrichum fragariae isolate GRO-7-349-Mexico 18S ribosomal RN
Collatotrichum fragarias strain 6646 165 rbosomal ANA gene, partial
Colletotrichum fragaria isolate M35-R-Mexico 185 ribosomal RNA gel
Colletotrichum fragariae strain ATCC MYA-4443 185 ribosomal RNA o
Colletotrichum fragariae culture- colection ICMP:17814 18S ribosoma
Colletotrichum fragariae strain CF-63 185 ribosomal RNA gene, partia
Colletotrichum fragariae 185 rRNA qene, 5.85 (RNA qene, 285 rRNA ¢
Colletotrichum gloeosporioides isolate CMM1827 185 ribosomal RNA g
Colietotrichum fragariae strain ATCC MYA-4442 185 rbosomal RNA o

Colletotrichum sp. Vega381 intemal transcribed spacer 1, partial seq
olate L38 185 ribosomal RNA q
Colletotrichum gloeospori olate P-1 185 ribosomal RNA gene,
Colletotrichum gloeospori olate CSB9 185 ribosomal RNA gene,
Colletotrichum theobromicola strain GS08_S1 intemal transcribed sp

Colletotrichum glogospori

Colletotrichum gloeosporioides strain PP143 185 rbosomal RNA, inten
Colletotrichum glososporioides isolate GM86 internal transcribed spac
Colletotrichum glososporioides clone h6 185 rbosomal RNA gene, par
Colletotrichum glososporioides clone hé 165 ribosomal RNA gene, par
Colletotrichum sp. Vega274 intemal transcnbed spacer 1, partial seq
Glomerea cinqulata isolate L66 185 ribosomal RNA gene, partial sequ
Fungal endophyte solate NBEF6 contain 185 nbosomal RNA gene, it
Colletotrichum sp. HS-EF13 185 ribosomal RNA qene, partial sequenc
Colletotrichum tropicale strain 21080 185 rbosomal RNA qene, partia
inidos

Colletn MEMIT 12 s

Anexo 3- Anélises das sequéncias do fungo controle C. fragariae (CL3) pela comparacgdo das
sequéncias depositadas no bando de dados Gene Bank, demonstrando taxa de similaridade de
95 % com a espécie do fungo C. fragariae.



)-.!b AF411767.1 Colletotrichum fragariae isolate CF63 185 ribosomal RNZ gene,

partial sequence; internal transcribed spacer 1,

5.85 ribosomal

RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete segquence;
and 285 ribosomal RNA gene, partial segquence

Length=512

Score = 791 bits (428), Expect = 0.0

Identities = 478/501 (95%), Gaps = £/501 (2%)

Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

43

160

386

220

326

280

266

340

207

400

147

460

87

520

27

BRL-TGGIGGGTGTTTTACGGCARGAGTCCCTCC-G-CCCTCTTGTGCGAGRACGTARAGT

N N N e e NN NNy
AAATTGG-GGGE-GTTTTACGGCALGAGTCCCTCCGEATCC-C-AGTGCGAGACGTARRGT

TGCTACGCACAGGAGGCTCCGGARGGGTCCGCCACTACCTTTGAGGGCCTACTTCACCTG

RN N N RN Ny
TACTACGCARAGARGECTCCEEARGEGTCCGCCACTACCTTTGAGEGCCTACATCAGCTE

TAGGECCCCARCACCARGCAGRGCTTGRAGGETTGRARATGACTCTCGAACAGGCATECCCR

III\II\II\III\IHIII\II\III\II\III\II\II\ LLELRELRErrrnel
CCARGCAGAGCTIGAGEGTIGARATGACEGCTCEARCAGGCATECCCE

CCRRRATECTEECEEECECARTGTECETICARATATTCRATCGATTCACTGAATTCTGCRR

LD TR e i I\III\II\III\II\IIIH
CCAGRATECTEECEEECECARTGTGCETTCARAGATTCCGATGATTCACTGRAATTCTG

TTCACATTACTTATCGCATTTCGCTCGCGTTCTTCATCGATEGCCAGARACCARCAGRATCCE

TERRERE TR e e e e et
TITCACATTACTIATCGCATTITCGCT-GCGTICTTCATCGATGCCAGARCCARGAGATCCG

TIGTTARRAGTTTTGATTATTTGCTIGTACCACTCAGRAGARACGTCGTTARATCAGAGT
III\II\II\III\IHIII\II\III\II\III\II\II\III\II\III\II\IIIH
TIGTTARRAGTTITTGATTATTTGCTIGTACCACTCRAGER TCGTTRARATCRGAGT
TTGGTTATCCTCCGGCGGGCGCCGACCTGECT CGGGAGGCCGGGAGGGTCACE
TRLERE el | LEERRETRErnnrrnernnel
TTGGTTATCCTCCGECGEECGCCGACCOGCCCGGEE6GECGEGRGECCEEGAGEETCACG

GGGACCCTACCCGCCGRAGCRACAGTTGTAGGTATGTTCACRRAGGGTTGTAGAGCGTAR

NN NNy
GGGACCCTACCCGCCGRAGCAACAGTTGTAGGTATGTTCACRRAGGGTTGTAGAGCGTAR

ACTCAGTAGTGATCCCTCCGC 540

TLOLRRRT Frrnrrnnnnn
ACTCRGTRATGATCCCTCCGC 7

219

327

279

267

339

208

399

148

459

88

519

28
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Anexo 4 - Analises das sequéncias do fungo controle C. fragariae (CL3) pela comparacdo das

sequéncias depositadas

no bando de dados Gene Bank, demonstrando a semelhanca de 478

dentre 501 bases, 0 que equivale a 95 % de similaridade com a espécie do fungo C. fragariae.

== "B Sucture L Map Viewes 8 Ful

Sequances producing significant shignments:

Description
Colletatrichum gloeosperioides iselate T33 185 ribosomal RNA gene, |
Calletatrichum glososporicides isalate T35 185 ribosomal RNA gens, ¢
Colletatrichum gloeosperioides 165 fRNA gene (partial), ITS1, 5.65 i
Calletatrichum glososporicides isolats C£1014.6 185 ribosomal RNA g2
Serdariomycetes sp. MD4 185 ribasomal ANA gene, partial sequence;
Calletatrichum glosospericides clone m@ 185 riboscmal RNA gene, pa
Colletatrichum gloeosperivides clone mé 165 ribosemal RNA gene, pa
Calletatrichum glososporicides isolats ED{Ne) 195 ribosomal RHA gen
Colletatrichum gloeosporivides strain CCGHMD1 185 ribosomal RNA ge
Calletatrichum glosospericides clone 12 185 ribosomal RNA gene, par
Colletatrichum gloeosperivides clone 18 155 rbosomal RNA gene, par
Colletatrichum glososporicides clong 4 185 rbasomal RNA gene, part

Calletatrichum glososparicides clone @ 185 rbasomal RNA gene, part 802 2%
Colletatrichum gloeosperivides clone 7 185 rbosomal RNA gene, part 802 2%
Calletatrichum glosospericides clone 10 185 ribosomal RNA gens, par 802 2%
Colletatrichum gloeosporivides 165 fRNA gene (partial), 5.85 RNA ge 802 2%
Calletatrichum glososporicides isolats NW639 195 ribosomal RHA gen 802 2%
Colletatrichum gloeosporioides isolate T72 185 ribosomal RNA gene, | 802 2%
Colletatrichum alososporicides isolate T64 185 ribosomal RNA gene, § 802 2%
Colletatrichum coffeanum isolate NW322 185 ribosomal RNA gene, pz 802 2%
Calletatrichum glososporicides isalats NWS623 185 ribosomal RNA g2 802 2%
Glomerela cinqulata isolate A2 185 ribosamal RNA gene, partial sequi 802 2%
Calletatrichum glosospericides strain QPQ961 185 ribosomal RNA gen 802 2%
Glomerela cinqulata genes for 185 RNA, ITS1, 5.85 N4, ITS2, 285 802 2%
Glomereta cinqulata genss for 195 MNA, ITS1, 5.85 rRNA, ITS2, 205 802 2%
Glomerela cinqulata genes for 185 MRNA, ITS1, 5.85 RAA, IT52, 255 802 2%
Colletatrichum glososporicides 185 TRNA gene (partial), 5.85 TRNA g5 802 2%
Calletatrichum glososparicides isalate J0.LWCE 185 ribosomal RNA ge 800 2%
Colletatrichum gloeosporioides strain 1X- 12 165 ribasomal RNA gene 800 2%
Calletatrichum glososparicides strain SDAU-08-80 185 ribosomal RNA 800 2%
Colletatrichum gloeosporioides clone & 185 rbosomal RNA gene, part 800 2%
Fungal sp. SYL103 185 ribosomal RNA GEne, Dartial sequence; intem 758 2%
Colletatrichum gloeosporioides strain 1X- 19 165 ribasomal RNA gene 750 2%

Collerntrichum niransnorivides stesin -2 18 rhosnmal GMA nans « 258 25,

5%

ssn
5%
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ssn
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ssn
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ssn
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osn
5%
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5%
asn,

Anexo 5- Analises das sequéncias do fungo reisolado do guarand - L1E pela comparacdo das

sequéncias depositadas no bando de dados Gene Bank, demonstrando taxa de similaridade de

95 % com a espécie do fungo C. gloeosporioides.



).!b FJ459916.1 Colletotrichum gloeosporicides isolate T33 185 ribosomal RNA
partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85

gene,

ribosomal RMA gene, and internal transcribed spacer 2, complete
sequence;

and 285 ribosomal RNA gene, partial segquence

Length=575
Score = 808 bits (437), Expect = 0.0
Tdentities = 484/507 (95%), Gaps = 2/507 (0%)

Strand=Plus/Minus

TEEGEEETTICTGCGECTAGRGTCCCTCCGGATCCCACTGCGACACGT CCAGTTGCTACGT

FERERErrr ot rern e e reerr e rir rrrenl
TGEEGEGETTITACGGCAAGRGTCCCTCCGGATCCCAGTGCGAGACGTARAGTTACTACGC

CEAGCGACGCTCCGEEAGAGGTCCGCCACTACCTTTGAGGECCTACCTCCGCTGTGGGET

PE T TR P e e e e e b 1l
ARRG-GAGGCTCCGGGAG-GETCCGCCACTACCTTTGAGGGCCTACATCGGCTGTAGGGE

CCCARACACCAACCARAGCTTGAGGETTGARATGACGCTCGARCAGGCATGCCCGCCAGRR

LERRRTIEnr o PR e e b e e et
CCCRACACCAAGCAGAGCTTGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGRR

TGCTGGCEEGCGCARTGTGCGT TCARRGATTCGATGATTCACTGRATTCTGCRATTCACE

LR e e e e e el
TIGCTIGGCGEECGCARIGTGCGT TCARAGATICGATGRATTCACTGRATICTGCRARTTCACR

TTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT GCCEGRACCARGRGRTCCGTTGTTAR
e NN RNy
TTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT GCCAGRACCARGAGATCCGTTGTTAR
AACTTTTGATTATTTCCTTGTACCACTCACARRRAACCTCCTTARATCAGACTCTGETTA
FERROT TR e ey o Perern e bRrr i il
AAGTTTTGATTATTTGCTTGTACCACTCAGAAGAAACGTCGTTARATCAGAGTTTGGTTA
TCCTCCGGCGGGCECCEACCCGCCCEEAGECEEGAGGCCEEEAGGGTCGCGEAGACCCTA

PRI EERE el
TCCTCCGECGEEECECCEACCCECCCGEAGECGEEAGECCGEEAGEETCGCGEAGACCCTR

CCCGCCGRAGCARCAGTTATAGGTATGTTCACRRLGECTTGTAGRCGCGTRRACTCAGTRR

NN RNy
CCCGCCGRAGCRACRGTTATAGGTATGTITCRACRARLGGGTIGIAGAGCGTIARLACTCAGTRAR

Query 40
Sbict 505
Query 100
Sbict 445
Query 160
Skict 387
Query 220
Sbjct 327
Query 280
Sbict 267
Query 340
Sbict 207
Query 400
FILLEETEER el
Sbjct 147
Query 460
Sbjct &7
Query 520 TGARTCCCTCCGCAGGTTCACCTACGGR 546
Sbice 27  TGATCCCICCGCAMMICALLTACHE 1

a9

446

159

3&8

219

3zg
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l4ag
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Anexo 6- Andlises das sequéncias do fungo reisolado do guarana - L1E pela comparacdo das

sequéncias depositadas no bando de dados Gene Bank, demonstrando a semelhanca de 484

dentre 507 bases, 0 que equivale a 95 % de similaridade com a espécie do fungo C.

gloeosporioides.

hetair Pt | () Opc

Droducing SHAMICARE BIIGHIERtE:

23

a0

2

Calletotrichum fragariae strain LC0220 internal transcribed spacer 1,

Callstotrichum sp. Veqa242 intsmal transcribsd spacer 1, partial seq a2m oo an
Callatotrichum fragarias strain CF-75 185 ribosomal RNA qene, partia s oo sa%
Calletotrichum fragariae 185 ribasomal RNA gene, partial sequence; ¢ som oo san
Calletotrichum 5p. Veqa3s8 mtemal transcribed spacer 1, partial seq s o0 sa%
Calletotrichum loeasporioides solate SL1a(9) 185 ribosomal RNA ner 2% o =%
Colletotrichum fragarize isclate GRO-7-349-Mexico 185 ribosomal RN 2% .0 sa%
Calletotrichum gloeosporioides isolate NA403{11) 185 ribosomal RNA 1% 00 9%
Colletotrichum fragarise strain 6846 185 ribosomal RNA gene, partial 1% o san
Calletotrichum fragariae isolate M35-R-Maxica 185 ribosomal RNA ot % oo 9%
Callatotrichum franariss cultura-collection ICMP: 17814 185 ribosoma am oo E)
Calletotrichum fragariae strain CF-63 185 ribosomal RNA qene, partia s oo %
Calletotrichum fragarise 185 ANA gene, 585 rRNA gene, 285 rRNA £ sm o =
Calletotrichum fragarise isclate LA2G 165 ibosomal RNA gens, partia 5] 2 2% 0.0 5%
Calletotrichum fragariae isolate CF63 165 ribosomal RHA gene, partia 2 [ 2% o 5%
Colletotrichum Qlososponicides isclate CMM1S27 165 ribosomal RNA 5] [ 3% 0.0 7%
Calletotrichum fragariae strain ATCC MYA-4442 185 rbasomal RNA & = 843 5% 00 7%
Colletotrichum sp. Veqs381 intemal transcribed spacer 1, partial seq (] B3 an o0 %
Callatotrichum qlosasporiidas isolate L38 165 ribosomal RANA qens, © s ] aam oo )
Calletotrichum gloessporioides Solate P-1 185 ribosamal RNA gene, £ =] = s oo )
Calletotrichum aloeasperioides isolate C589 185 ribosomal AHA qene, e s sm o )
Calletotrichum theobramicola stisn G508_51 intemal transcrbed 5o 5 s s3m oo s
Calletotrichum locosporioides stran PP143 185 ribosomal RNA, inten sy [ 3% oo =%
Colletotrichum Qlososponicides isolate GMBS intemal transcribed spac [ 3% 0.0 %
Calletotrichum aloeosporioides stran TENI 185 ribosomal RNA gene, ] 2% o0 7%
Colletotrichum sp. Veqs274 intemal transcribed spacer 1, partial seq L % 00 7%
Glomerelia cinquiata olate L66 185 ribosamal RNA gene, partial sem 7 3% oo %
c g isolate CBE(Ro) 185 ribosomal ANA qa B wn oo E)
Calletotrichum sp. HS-EF13 188 ribosamal RNA gene, partial seguenc B3s sm oo 7%
Glomerella einquiata iselate L46 165 ribosomal RMA gene, partial sequ [ sm o =
Funqal andophyts 0. 024 185 rbosomal RHA gene, partial sequence %0 % .6 5%
Glomerella cinquiata isolate NtuB2 intemal transeribed spacer 1, part 028 5% 0o %
Colletotrichum Qlososponicides isclate MM.LTAIZZ 1685 rbosomal AN 86 3% o0 9%

837 5% 0o 7%

Fungal endophyte isolate MBEFS contain 185 rbosomal ANA gene, in
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Anexo 7- Anélises das sequéncias do fungo reisolado do guarand — L3C pela comparacdo das
sequéncias depositadas no bando de dados Gene Bank, demonstrando taxa de similaridade de

98 % com a espécie do fungo C. fragariae.

jgb | JNS4: 3.1 Colletotrichum fragariae strain LC0220 internal transcribed spacer
1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene, complete
sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence

Length=552

Score = 845 bits (457), Expect = 0.0

Identities = 479/490 (28%), Gaps = 0/490 (0%)

Strand=Plus/Minus

Query 1 GGGGTTTTACGGCAAGATTCCCTCCAGATCCCAGTGCGAGACCTACAGCTACTACGCACA &0

FLLETLE e crrn e rne e e e e i 1
Sbjct 492 GGEGTTTTACGECRAGAGTCCCTCCGEATCCCAGTGCGAGACGTRARAGTTACTACECRRAR 433

Query 61 GGACGCTCCGGGAGEGTCCGCCACTACCTTIGRAGGGCCTACATCACCTGTAGGGCCCCAR 120

FLE T e e b e e e b
Sbjct 432 GGAGECTCCGEGAGGETCCGCCACTACCTTTGAGGECCTACATCAGCTGTAGRGCCCCRAR 373

Query 121 CARCCRAGCAARGCTIGAGGGITGAAATGACGCTCGRACAGGCATGCCCGCCRARATGCIG 180

FPRETEEE TR e e e e e e e
Sbjct 372 CRCCRAGCAGAGCTTGAGGGTTGAARTGACGCTCGRACAGGCATGCCCGCCAGRATGCTG 313

Query 181 GCGGECGCAATGTGCGTTCAAAGATTCAATGATTCACTGAATICTGCAATTCACATTACT 240

FEREEEEEET et e b b e et
Sbjet 312 GCGGGCGCABTGTGCGTTCRAAGATTCGATGATTCACTGRATTCTGCARTTCACATTACT 253

Query 241 TATCECATTTCGCTGCGITCITCATCGATGCCAGRRCCRAGRGATCCGTTGTTARRRGTT 300

FTLELE e i e e e e et
Sbjet 252 TATCGCATITCGCIGCGITCITCATCGATGCCAGRACCRAGAGATCCGTITGTITARARGIT 193

Query 301 TIGATTATTTGCTTGTACCACTCAGAAGRRACCTCETTARATCAGAGTTITGETTATCCTIC 360

FTEETE e e e e e e it
Sbjet 192 TIGATIATITGCTIGIACCACTCAGARGRAACGTCGITARATCAGAGTITGGTTATCCIC 133

Query 361 CGGCGGGCGCCGACCCGCCCoguogad CGGGAGGCCGGGAGGGETCACGGGGACCCTACCE 420

FLEETEE e e e e e e e e
Sbjet 132 CGGCEGGCGCCGACCCGCCC GGGAEECCGEEAGEETCACGEGGACCCTACCC 73

Query 421 GCCGRAGCARCAGTTGTAGGTATETTCACARRGGGTTGTAGRGCGTALRACTCAGTARTGE 480

FELETEEER e e e e e e e il
Sbjet 72  GCCGRAGCARCAGTTGTAGGTATGTTCACRARGGETTGTAGRGCGTARACTCAGTAARTER 13
Query 481 TCCCTCCGCA 430

LTLETLern
Sbjct 12 TCCCTCCGCR 3

Anexo 8- Analises das sequéncias do fungo reisolado do guarana — L3C pela comparacdo das
sequéncias depositadas no bando de dados Gene Bank, demonstrando a semelhanca de 479

dentre 490 bases, 0 que equivale a 98 % de similaridade com a espécie do fungo C. fragariae.



