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ISOLAMENTO, CARACTERIZACAO E POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE
FUNGOS ENDOFITICOS ASSOCIADOS A PLANTAS DO CERRADO

RESUMO

Os microorganismos endofiticos sdo fungos ou bactérias que colonizam o interior dos tecidos
vegetais sem causar dano a planta hospedeira. Os fungos endofiticos tém interessado a
comunidade cientifica devido a producdo de metabolitos secundarios com aplicacdo nas
indUstrias biotecnoldgicas e farmacéuticas. Desta forma, o presente estudo objetivou isolar,
purificar, identificar genotipicamente e avaliar a atividade antagdnica, o potencial
biotecnoldgico para solubilizacdo fosfato e producdo de enzimas de 66 fungos endofiticos de
folhas e ramos isolados de S. adstringens e S. lycocarpum St. Hill. Para isso, folhas e caules
saudaveis de S. adstringens e S. lycocarpum foram coletadas e submetidas a assepsia
superficial. Apo6s a incubacdo do material botanico procedeu-se o isolamento, identificacdo
molecular dos fungos endofiticos. Posteriormente, os isolados endofiticos foram avaliados in
vitro quanto ao potencial antagdnico contra os fitopatdgenos Colletotrichum sp., Fusarium
oxysporum e Lasiodiplodia subglobosa, quanto a solubilizagdo de fosfato inorganico e a
producdo de enzimas (amilase, celulase, pectinase, protease, lipase e esterase). Os resultados
mostraram que a comunidade endofitica fungica associada a S. adstringens € composta por:
Diaporthe sp., Neopestalotiopsis sp., Nigrospora sp., Paraconiothrium sp., Phomopsis sp.,
Pseudofusicoccum sp., Schizophyllum sp. e Xenoacremonium sp. e 0s géneros da comunidade
fangica de S. lycocarpum St. Hill. é composta por: Colletotrichum sp., Curvalaria sp.,
Diaporthe sp., Neurospora sp., Phlebiopsis sp., Phomopsis sp. e Schizophyllum sp.. Os fungos
endofiticos se mostraram promissores contra Colletotrichum sp., Fusarium oxysporum e
Lasiodiplodia subglobosa sendo observados elevados indices de inibicdo e a maioria das
interacbes do tipo A, onde ha um bloqueio de crescimento do fitopatbgeno com contato
micelial do fungo endofitico. Além disso, os fungos endofiticos apresentaram potencial de
solubilizar fosfato inorganico com indice de solubilizagdo de fosfato médio. Quanto a
producdo de enzimas, os isolados fungicos de ambas as espécies vegetais apresentaram maior
atividade pectinolitica com producdo de pectato liase e a poligalactorose. Com base nos
resultados o estudo evidencia a importancia dos fungos endofiticos na producao de compostos
de interesse para biotecnologia e para a conservacdo das espécies vegetais do Cerrado, as
quais abrigam esses micro-organismos promissores.

Palavras-chaves: Cerrado; fungos endofiticos; diversidade genética; antagonismo;
solubilizacéo de fosfato; producéo de enzimas.



ISOLATION, CHARACTERIZATION AND BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL
OF ENDOPHYTIC FUNGI ASSOCIATED TO PLANTS OF BRAZILIAN
SAVANNAH

ABSTRACT

Endophytic microorganisms are fungi or bacteria that colonize the interior of plant tissues
without causing damage to the host plant. Endophytic fungi have interested the scientific
community due to the production of secondary metabolites for application in the
biotechnology and pharmaceutical industries. The present study aimed to isolate, purify,
genotypically identify and evaluate the antagonistic activity, the biotechnological potential for
phosphate solubilization and the enzyme production of 66 endophytic fungi from leaves and
branches isolated from S. adstringens and S. lycocarpum St. Hill. For this, healthy leaves and
stems of S. astringens and S. lycocarpum were collected and submitted to superficial asepsis.
After the incubation of the botanical material, it was proceeded the isolation and molecular
identification of the endophytic fungi. The endophytic isolates were evaluated in vitro for the
antagonistic potential against phytopathogens Colletotrichum sp., Fusarium oxysporum and
Lasiodiplodia subglobosa, for the solubilization of inorganic phosphate and the production of
enzymes (amylase, cellulase, pectinase, protease, lipase and esterase). The results showed that
the fungal endophytic community associated with S. adstringens is composed of: Diaporthe
sp., Neopestalotiopsis sp., Nigrospora sp., Paraconiothrium sp., Phomopsis sp.,
Pseudofusicoccum sp., Schizophyllum sp. and Xenoacremonium sp. and the genera of the
fungal community of S. lycocarpum St. Hill. is composed of: Colletotrichum sp., Curvalaria
sp., Diaporthe sp., Neurospora sp., Phlebiopsis sp., Phomopsis sp. and Schizophyllum sp.
Endophytic fungi have shown to be promising against Colletotrichum sp., Fusarium
oxysporum and Lasiodiplodia subglobosa, with high inhibition rates and most type A
interactions, where there is a block of phytopathogen growth with myecelial contact of the
endophytic fungus . In addition, endophytic fungi had the potential to solubilize inorganic
phosphate with a mean phosphate solubilization index. As for enzyme production, the fungal
isolates of both plant species showed higher pectinolytic activity with pectate lyase
production and polygalactorosis. Based on the results, the study evidences the importance of
endophytic fungi in the production of compounds of interest for biotechnology and for the
conservation of Cerrado plant species, which harbor these promising microorganisms.

Keywords: Brazilian Savannah; endophytic fungi; genetic diversity; antagonism; phosphate
solubilization; production of enzymes.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais contribuem de forma mais significativa para o fornecimento de
compostos bioativos, especialmente as plantas e 0s micro-organismos que proporcionam
substancias estruturalmente diversificadas, as quais possuem inumeras atividades bioldgicas e
farmacoldgicas (NEWMAN e CRAGG, 2015; MATSUMOTO e TAKAHASHI, 2017). Os
biomas brasileiros correspondem a uma porcéo expressiva da biodiversidade mundial devido
aos altos niveis de riqueza de espécies fazendo com que o Brasil possua uma vocacdo natural
para os produtos naturais (VALE et. al, 2010). Boa parte desta riqueza de espécies nativas é
encontrada no mosaico de biomas do Cerrado, que atualmente por meio dos avangos das
fronteiras agricolas estd entre os 25 “Hotspots” mundiais, que sdo conjuntos de ecorregioes
prioritarias para conservacdo em nivel mundial (SOUSA; SERRANO; LACAVA, 2017).

Visando evidenciar a importancia da conservacdo das espécies do Cerrado e das suas
interacOes bioldgicas com o ecossistema, podem-se destacar duas plantas, Stryphnodendron
adstringens (Mart), cujo nome popular é barbatimdo e Solanum lycocarpum A. St. Hill.,
comumente chamada de lobeira, ambas com propriedades medicinais descritas na literatura.

Stryphnodendron adstringens (Mart) é uma espécie da familia Fabaceae e amplamente
distribuida pelo Cerrado (MELO et al., 2007). A espécie S. adstringens possui atividade
farmacoldgica principalmente pelo seu alto teor de taninos (LIMA et al., 2016). Além disso,
possui aplicacdo medicinal por suas propriedades anti-inflamatérias (HENRIQUES et al.,
2016), cicatrizantes (PASSARETTI et al., 2016) e antimicrobianas (LUIZ et al., 2015). Ja a
lobeira, Solanum lycocarpum St. Hill., que possui esse nome por ser alimento principal do
lobo-guara atrai interesse por usada como sedativo no tratamento de epilepsia, por reduzir
niveis de colesterol e no tratamento de diabetes (COSTA et al, 2015). Outras propriedades
medicinais ja foram descritas, como a utilizagdo do fruto de lobeira no tratamento de asmas,
gripes e resfriados (ARAUJO; COELHO; AGRA, 2010).

O barbatim&o, a lobeira, assim como todas as plantas, potencialmente vivem em
associacdo com micro-organismos, 0s quais podem colonizar os espagos intercelulares do
tecido vegetal (colonizacdo endofitica), as superficies dos vegetais (colonizacédo epifitica) ou
ocasionar danos aos tecidos vegetais (colonizacdo patogénica) (BOGAS, 2010). A associagédo
de plantas com os micro-organismos € uma area de exploracéo cientifica, principalmente no
Brasil, um pais de clima tropical e que possui uma consideravel biodiversidade de flora e de
microbiota (FAVORETTO, 2010). Sendo assim, pode se destacar os endofiticos, que sdo
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bactérias e fungos, que habitam o interior das plantas, de modo geral, os caules, as raizes e as
folhas, sem causar nenhuma alteracdo morfoldgica ou dano a planta hospedeira (AZEVEDO
et al. 2000; LACAVA e AZEVEDO, 2013, 2014).

No geral, os endofitos adentram nas plantas por aberturas naturais e feridas, sendo a
maior porta de entrada as raizes (MENDES e AZEVEDO, 2007). A descoberta destes micro-
organismos foi em 1866, pelo fitopatologista Anton DeBary, que os descreveu sendo aqueles
que colonizam assintomaticamente o interior de tecidos vegetais (PEIXOTO-NETO;
AZEVEDO; ARAUJO, 2002). Nas Gltimas décadas, os micro-organismos endofiticos tém
sido estudados principalmente como agentes de controle biolégico de doencas de plantas,
promotores de crescimento vegetal, produtores de enzimas e acidos organicos de interesse
industrial e vetores para expressao de genes heter6logos nas plantas (LACAVA e AZEVEDO,
2013, 2014; AZEVEDO, 2014; BOGAS et. al, 2015; LACAVA e SOUSA, 2016;
SEBASTIANES; AZEVEDO; LACAVA, 2017; BATISTA et al., 2018; MAROLDI et al.,
2018).

Por meio da conservacao da riqueza das espécies do Cerrado, sobretudo dos vegetais,
consequentemente resulta na preservacdo da microbiota associada aos mesmos. Além disso,
estudos entre enddfitos e planta € uma area com potencial significativo a se explorar
(RODRIGUEZ; GONZALEZ; GIORDANO, 2016). Dentro deste contexto, o presente estudo
visou estudar a diversidade filogenética de fungos endofiticos cultivaveis de folhas e ramos
das espécies S. adstringens e S. lycocarpum St. Hill., e o potencial biotecnolégico destes
enddéfitos quanto a solubilizacdo de fosfato inorganico, producdo de enzimas e biocontrole de

fitopatdgenos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Cerrado: Aspectos gerais

O Cerrado, também conhecido como savana brasileira é o segundo maior bioma do
territério brasileiro, com cerca de 2.036.448 km? em uma é&rea que equivale a quase um
quarto (23,52%) do territério nacional (EMBRAPA, 2008; FERREIRA et al., 2013;
RAMPELOTTO et al., 2013). No Cerrado estdo presentes cerca de 30% da biodiversidade
total brasileira, parte representativa € composta de espécies endémicas que estdo associadas a
producdo de produtos naturais (KLINK e MACHADO, 2005; FRANCOSO et al., 2015) o que
faz do bioma, desde 2010, uma das 25 areas do mundo consideradas prioritarias para
conservacao em nivel mundial (hotspot) (FAVORETTO, 2010; BATALHA, 2011; SOUSA,;
SERRANO; LACAVA, 2017).

As plantas nativas do Cerrado despertam interesse para producdo de compostos
bioativos devido a alta concentracdo de polifendis, que elas possuem por estarem adaptadas as
condicBes do bioma: solo &cido devido a concentracdo de aluminio, com poucos nutrientes,
estresse hidrico, exposicdo aos raios UV e para se defender de ataques de herbivoros e
fitopatogenos (BAILAO et al., 2015).

Sendo assim, dentre as savanas do mundo, o Cerrado brasileiro é o que possui a maior
biodiversidade de flora, mas também, possui um alto nimero de micro-organismos, aves,
répteis e anfibios e em menor nimero, os mamiferos (CARRANZA et. al, 2014). A
ocorréncia natural do fogo faz com que as plantas apresentem especificas adaptacdes para se
estabelecerem e assim determinam a diversidade de fitofisionomias que caracterizam esse
bioma (KLINK e MACHADO, 2005; PINHEIRO; DURIGAN, 2012; PAUSAS 2017).

O Cerrado perdeu aproximadamente 55% da sua cobertura vegetal natural (ALEIXO
et al., 2010; FRANCO et al., 2014), cerca de 11.812 km?/ano entre os anos de 2005 a 2010
(FRANCOSO et al., 2015; BAILAO et al.,2015; BEUCHLE et al., 2015). As causas deste
desmatamento sdo principalmente pelos avancos das fronteiras agricolas e da pecuaria
(CASTRO et al., 2009). Desta forma, o bioma se tornou fonte econdmica nos cultivos de soja,
arroz, milho e algoddo, além de ser a maior area destinada para criacdo de gado
(PREVEDELLO e CARVALHO, 2006).

Consequentemente, as atividades agricolas geram perda e fragmentacdo de habitats,
erosdo de solo e invasao de espécies exoticas e uma alteracdo que acomete todo bioma, o ciclo
de queimadas, que é algo natural do Cerrado (KLINK e MACHADO, 2005). Além disso, este
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desmatamento coloca em risco 0s recursos naturais do cerrado, 0s estoques de carbono e toda
funcdo hidroldgica do continente Sul-americano, além de colocar em risco toda
biodiversidade associada a esse bioma (LOPES e MIOLA, 2010).

2.2. Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville é popularmente conhecida como
barbatimdo, barba-de-timdo, bordozinho-roxo, casca-da-virgindade, uabatim6 e casca-da-
mocidade (CASTRO et al., 2009; LIMA et al., 2016). O vegetal pertence a familia Fabaceae e
a subfamilia Mimosoidae sendo considerada uma leguminosa utilizada na medicina popular,
principalmente por sua adstringéncia, acgdo cicatrizante (MACHADO et al., 2010;
PASSARETTI et al., 2016), atividade antimicrobiana (FIORI et al., 2013), atividade anti-
fungica (MOREY et al., 2016; TROLEZI et al., 2017), atividade antioxidante (SOUZA et al.,
2009; SABINO et al., 2017) e por ser agente anti-inflamatério (LIMA; MARTINS; DE
SOUZA, 1998; HENRIQUES et al., 2016).

Além disso, esta planta é endémica do Cerrado e possui uma ampla distribuicdo no
territorio brasileiro, principalmente no Sudeste e Centro-oeste (SOUZA et al., 2009), sendo
encontrada com mais frequéncia no cerrado tipico, campo-sujo e cerraddo (OLIVEIRA &
FIGUEIREDO, 2007). O género Stryphnodendron, o qual a espécie esta inserida possui cerca
de vinte e nove espécies e esta distribuido em Minas Gerais, Sdo Paulo, Maranhdo, Piaui e
Mato Grosso do Sul (ALMEIDA et al., 1998).

A planta de barbatimédo (Figura 1) é de pequeno porte, com altura variando de 2 a 8
metros, com o tronco tortuoso e casca rigida e rugosa. As folhas sdo bipinadas com 5 a 8
pares de pinas, com 6 a 8 pares de foliolos em cada pina. Os frutos sdo vagens de 6-9
centimetros de comprimento com frutificagcdo que ocorre entre os meses de novembro a junho
(LORENZI, 1998).
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Figura 1. Arvore de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville. Fonte: autor.

A casca do barbatimdo é rica em taninos (10- 37%) de estrutura hidrolisavel acido
galico e taninos condensados, como a galocatequina e epigalocatequina (JACOBSON et
al.,2005; SOUZA et al., 2009). Os taninos sdo substancias encontradas no interior dos
vacuolos vegetais, oriundas do metabolismo do carbono e sdo usadas na medicina por sua
acdo antioxidante, cicatrizante e anti-inflamatéria (CASTRO et al., 2009). Ademais, essa
espécie vegetal possui compostos bioativos isolados como alcaloides, flavonoides, esteroides,
estilbenos, que sdo substdncias com atividade antioxidante, uma vez que atuam como
sequestradores de radicais de oxigénio. Também possui inibidores de tripsina que sdo
responsaveis pela adstringéncia e precipitacdo de proteinas soltveis (SOUZA et al., 2007;
LUCENA; MENDES; BRANDEBURGO, 2009).

Em 2009 a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) e o
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos publicaram o barbatimdo na
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) entre as espécies
vegetais com propriedade medicinais para uso no SUS (Sistema Unico de Saude) (BRASIL,
2010; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2011). Para demonstrar a atividade farmacolégica da
planta é comercializada a pomada denominada de FITOSCARe. O medicamento é composto

por extrato seco de S. adstringens a 50% (60mg) e excipientes (macrogol, propilenoglicol,
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metilparabeno e probilparabeno) e é indicado como agente cicatrizante em lesdes de tecidos
epiteliais (MENDONCA et al., 2012).

Além disso, o barbatimdo tem uso popular terapéutico sendo empregado como
cicatrizante e antiulcerigeno, no tratamento de problemas ginecologicos, de leucorreia,
diarreia e disenteria (FERREIRA; SILVA; SOUZA, 2013; HENRIQUES et al., 2016).
Segundo Santana e seus colaboradores (2016) que estudaram plantas medicinais usadas por
uma comunidade quilombola na costa atlantica da Bahia, o barbatim&o foi considerado uma
das espécies que mais despertou interesse farmacologico por sua aplicacdo no tratamento de
feridas, inflamagdes, problemas vaginais e gastrite. Sendo assim, é relevante o estudo do
vegetal com o intuito de preservar a espécie, o Cerrado e os fungos endofiticos que vivem em

associacdo com as plantas.

2.3. Solanum lycocarpum A. St. Hill.

Solanum é um dos 150 géneros da familia Solanaceae com ampla distribui¢do na
Ameérica do Sul. Este género desperta interesse por ter espécies cultivadas para alimentacéo,
como o tomate (Solanum lycopersycum), berinjela (Solanum melongena) e a batata (Solanum
tuberosum) (COSTA et al., 2015). Além disso, inclui a espécie em estudo, Solanum
lycocarpum A. St. Hill., popularmente conhecida como lobeira, fruto-do-lobo, jurubebao ou
maca do cerrado (MOURA; OLIVEIRA; CHAVES, 2010).

A lobeira é uma espécie tipica do Cerrado sendo comumente encontrada na regido
central e também nos estados do Rio de Janeiro, Para, Amazonas e Parana. E considerada uma
planta daninha por ser tipica de area antrépicas, como terras acidas e pobres em nutrientes
podendo comumente ser encontrada em bordas de fragmentos (GALLON et al., 2015). Por
ocupar estas areas, a espécie vegetal atua como um steping-stone, que auxilia na
conectividade genética entre as populagdes (MOURA et. al, 2011).

Além disso, cerca de 100 espécies do género Solanum possuem atividades biologicas
descritas e se fazem importantes na biossintese de heterosideos alcaléidicos ou glicoalcal6ides
(MUNARI et al., 2014; BAILAO et al., 2015). Dentre os frutos das espécies de Solanum, o
fruto de S. lycocarpum A. St. Hill. apresentou concentracdo mais expressiva de dois
compostos comumente produzidos por este género, a solasonina e solamargina, os quais tém

sido estudados como anti-parasitas, com acgdo contra protozoarios (MARTINS et al., 2015),
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antifungico (NARUZAWA e PAPA, 2011), em algumas linhagens de células tumorais
(MUNARI et al., 2014; TIOSSI et al., 2014) e no tratamento de diabetes.

Yoshikawa e seus colaboradores (2007) realizaram um estudo com extrato metanolico
de frutos de lobeira, os resultados mostraram efeito inibitorio no aumento dos niveis de
glicose em ratos que recebiam alta concentracdo de sacarose via oral. Além disso, segundo
Costa e seus colaboradores (2015) as folhas de lobeira possuem potencial antibacteriano, anti-
inflamatdrio e antioxidante devido as concentracGes de polifendis, como os flavonoides, que
sdo metabdlitos secundarios produzidos naturalmente pela planta como forma de defesa
contra herbivoria ou ataque de fitopatdgenos. Ademais, outros compostos bioativos ja foram
isolados, como lobofrusideo (pseudoalcaloide esteroidal oliglicosidico), loconosideos la, Ib,
I, 11, IV (saponinas esteroidais) e polissacarideos (MARTINS, 2013; TIOSSI et al., 2012).

O vegetal S. lycocarpum (Figura 2) possui porte arbustivo ou arboreo, perene, atinge
cerca de quatro metros de altura. E revestido de densos pelos, ramos lenhosos, (VIDAL;
STACCIARINI-SERAPHIN; CAMARA, 1999) folhas pecioladas e raizes profundas
(OLIVEIRA JUNIOR et al., 2003). A planta é considerada de facil cultivo e alvo de estudo,
uma vez floresce o ano inteiro (MOURA; OLIVEIRA; CHAVES, 2010).
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Figura 2. Arvore de Solanum lycocarpum A. St. Hill. Fonte: autor.
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Os frutos sdo globosos, atingem cerca de 8 a 12 cm, tem a cor verde, cuja massa varia
de 400 a 900g e a colheita é entre julho e janeiro (SILVA et al., 1994). Segundo uma anéalise
nutricional do fruto foi comprovado altos teores de vitamina C, fésforo e ferro, sendo rica
fonte nutricional (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2003), principalmente para o lobo- guara
(Chrysocyon brachyurus). O mamifero possui 50% da sua dieta baseada nos frutos de lobeira,
0S quais possuem acao terapéutica contra verme-gigante-dos-rins, doenca fatal ao animal, que
é o principal dispersor de sementes desta espécie (MOURA; OLIVEIRA; CHAVES, 2010).

Devido as propriedades medicinais associadas e a facil obtencdo do vegetal oriundo do
Cerrado, este estudo preconiza o isolamento de fungos endofiticos isolados de lobeira,
enfatizando a obtencdo de produtos naturais de interesses biotecnolégicos e farmacéuticos.

2.4 Fungos endofiticos

Os fungos endofiticos sdo micro-organismos que habitam, em pelo menos uma fase do
seu ciclo de vida, o interior de plantas sem causar doencas e sem produzir estruturas externas
visiveis em seu hospedeiro (AZEVEDO et al., 2000; TAN e ZOU, 2001; OWEN e
HUNDLEY, 2004; AZEVEDO, 2014).

Uma redefinicdo de micro-organismo endofitico foi realizada por Azevedo e Araljo
(2007), que considera a definicdo anterior, mas também acrescenta uma divisao dos endéfitos
em dois tipos: Tipo I, 0s que ndo produzem estruturas externas a planta e tipo Il, 0s que
produzem estruturas externas a planta. Sendo assim, os micro-organismos endofiticos habitam
o interior dos tecidos vegetais sem causar nenhum prejuizo ao hospedeiro e sdo considerados
fonte de moléculas bioativas e possuem aplicagdo nos processos biotecnoldgicos, contudo, o
potencial desses fungos ainda ndo é totalmente explorado (SURYANARAYANAN et al.,
2009; CHEN et al., 2010; RIVERA-ORDUNA et al., 2011; LACAVA e AZEVEDO, 2013,
2014).

Os micro-organismos endofiticos podem colonizar os tecidos vegetais por aberturas
naturais (via estdbmatos ou hidatddios), produzindo enzimas liticas capazes de degradar a
parede vegetal ou por feridas ocasionadas por insetos ou fungos fitopatogénicos, sendo que a
raiz é porta de entrada mais utilizada (AZEVEDO, 1998; ARAUJO et al., 2014). Além disso,
a colonizacdo pelos endofitos nos vegetais pode ser por meio das sementes do hospedeiro,
quando o micro-organismo endofitico é difundido sistematicamente entre geracdes da planta e
pode se instalar durante toda a vida hospedeira (PETRINI, 1991).
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Toda planta superior existente pode abrigar diferentes espécies de fungos endofiticos,
mas existem espécies que sdo mais frequentes em um determinado hospedeiro (espécies
dominantes) (SPECIAN et al., 2014; PAMPHILE et al., 2017). H& estudos realizados com
fungos endofiticos isolados de plantas tradicionalmente cultivadas no Brasil, como cana-de-
acucar (STUART et al., 2010), soja (PIMENTEL et al., 2006; BERNARDI-WENZEL et al.,
2012) e café (SANTAMARIA e BAYMAN, 2005).

A interacdo dos enddfitos com a planta ndo é completamente compreendida podendo
variar de um hospedeiro para outro, mas 0s mecanismos que 0s micro-organismos endofiticos
e os fitopatdgenos usam para colonizar e se estabelecer no hospedeiro sdo similares (BOGAS,
2010). Essa interacdo mutualistica fungo-planta sugere que os fungos endofiticos coevoluiram
com seus hospedeiros, ao passo que o0 vegetal proporciona nutrientes e protecdo para o fungo,
e em troca recebe compostos quimicos, como enzimas, alcaloides e antibidticos fazendo com
que a planta tenha maior resisténcia em ambientes de estresse causado por fatores bioldgicos
(inseto, herbivoros, micro-organismos) e fatores abioticos (pH, temperatura, estresse hidrico)
(LACAVA; SEBASTIANES; AZEVEDO, 2010; PAMPHILE et al., 2017). Ademais, por
meio desta interacdo, o enddfito pode produzir as mesmas substancias quimicas da planta que
0 hospeda indicando haver uma transposicéo de genes entre as plantas e fungos (AZEVEDO,
1998; ALY; DEBBAB; PROKSCH, 2013; KUSARI et al., 2013; LUDWIG-MULLER,
2015).

O interesse cientifico por produtos naturais oriundos de fungos endofiticos vem
crescendo pelo fato de ser uma nova fonte de biomoléculas ativas de estrutura Gnica e com
grande atividade bioldgica, que desperta interesse na inddstria farmacéutica, na agricultura e
na biotecnologia (LUNARDELLI et. al, 2016). O que demonstra isto é a descoberta da
producdo do composto anticancerigeno, o taxol, um diterpenoide produzido pela planta Taxus
brevifolia, usado no tratamento de cancer mamario e de Utero, que também é produzido por
um fungo endofitico, Taxomyces andreanae, isolado do vegetal (STIERLE; STROBEL,;
STIERLE 1993).

Além disso, por ocuparem o mesmo nicho que fitopatdgenos, os fungos endofiticos
sdo uma ferramenta emergente no controle bioldgico de insetos-pragas da agricultura devido a
sua acdo contra herbivoros, nematoides parasitas de plantas e micro-organismos
fitopatogénicos (LACAVA; SEBASTIANES; AZEVEDO, 2010; BOGAS et al., 2015). O
mecanismo de acdo dos fungos endofiticos neste controle bioldgico pode ser associado a
producdo de metabolitos ou toxinas, como no caso do Beauveria spp., que produz metabolitos

como beauvericim, bassialcanoide e beauverioloide que possui a¢éo no controle de artropodes
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(VEGA et al., 2008; VALERO-JIMENEZ et al., 2016), por meio de competi¢do por espaco e
nutrientes e/ou pela producdo de compostos quimicos como alcaloides e enzimas (BOGAS,
2010; FILLAT et al., 2017).

Ademais, os fungos endofiticos sdo responsaveis pela producdo de enzimas de
interesse industrial, tais como celulases, xilanases, pectinases e amilases (LACAVA;
SEBASTIANES; AZEVEDO, 2010). Os fungos endofiticos no periodo de colonizagdo do
vegetal sdo capazes de degradar paredes celulares e facilitar sua entrada no hospedeiro por
meio da producdo de enzimas liticas (pectinases, celulases e lipase). As enzimas também
funcionam como um modo de resisténcia para o fungo para superar as defesas da planta
durante a invasdo microbiana e como uma forma dos fungos obterem alimentos para seu
hospedeiro, além de serem necessarias para o crescimento e manuten¢do do organismo, como
€ 0 caso das proteases e das endonucleases (TAN & ZOU, 2001; ORNALDELLI et al., 2012).

Conforme visto, os fungos endofiticos sdo empregados para diversos fins e o
entendimento das interacdes entre fungos endofiticos e as plantas hospedeiras podem abrir
novas perspectivas para bioprospeccdo de moléculas biologicamente ativas e estudos de

diversidade desses organismos promissores nas areas agricolas, médicas e farmacéuticas.

2.4. Biodiversidade de fungos endofiticos

Os fungos sdo presentes qualquer nicho ecoldgico sendo encontrados em quase todos
ambientes terrestres constituindo um grupo grande, heterogéneo e uma fonte de compostos
com atividade bioldgica comprovada e de novas biomoléculas. Estima-se que existam cerca
de 1,5 milhdes de espécies de fungos e apenas 90 mil espécies foram catalogadas (ESPOSITO
e AZEVEDO, 2010) evidenciando o potencial de exploragdo destes micro-organismos.

No isolamento de micro-organismos endofiticos, os fungos sdo frequentemente 0s
mais isolados, representando em uma fonte de diversidade genética com muitas espécies ainda
ndo descritas (LACAVA; SEBASTIANES; AZEVEDO, 2010; ARAUJO et al., 2014). Um
estudo realizado por Impullitti e Malvick (2013) que analisou a diversidade de fungos
endofiticos associados a soja, uma das principais culturas da producdo agricola do Brasil teve
como resultado os seguintes géneros, Cladosporium, Alternaria, Diaporthe e Epicoccum
evidenciando a biodiversidade desses fungos em plantas ja tradicionalmente cultivadas.

Outro estudo realizado por Ribeiro e seus colaboradores (2018) que objetivou analisar
a diversidade fungos endofiticos associados Pachystachys lutea (planta ornamental conhecida

como camardo amarelo) teve como resultado a predominancia do género Diaphorte, mas
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também Colletotrichum, Phyllostictga, Xylaria, Nemania e Alternaria. Ja Sebastianes et. al
(2013) estudaram a diversidade de fungos endofiticos associados ao mangue do Litoral de S&o
Paulo e como resultados tiveram 34 géneros diferentes da comunidade endofitica fungica,
sendo que os géneros mais frequentes foram Diaphorthe, Colletotrichum, Fusarium,
Trichoderma e Xylaria.

Com base nos estudos de diversidade de fungos endofiticos nota-se que todas as
plantas possuem um ou mais géneros de fungos associados a elas (ALURAPPA et al., 2018).
Para a identificacdo das cepas isoladas ha os marcadores morfolégicos, como as estruturas
somaticas e estruturas esporulantes, a caracteristica dos esporos, quando presentes ou a
caracteristica da col6nia com base na taxa de crescimento do fungo sdo importantes na
classificacdo e na identificacdo por taxonomia classica (TAKAHASHI et al., 2017).

Outra forma de identificar os micro-organismos € explorando a biologia molecular, a
qual tem facilitado a determinacdo dos géneros e/ou espécies de fungos devido a
sensibilidade, especificidade e por um enorme nimero de sequencias especificas de DNA de
espécies fangicas que se encontrarem depositadas em um banco de dados (LEITE et al.,
2013).

2.5. Controle bioldgico de fungos fitopatogénicos por fungos endofiticos

Em paises como o Brasil que a agricultura representa uma importancia na economia é
necessario investir em novas formas para evitar doencas que geram perdas nas colheitas,
geralmente ocasionadas por insetos herbivoros, micro-organismos fitopatogénicos e
nematoides parasitas de plantas (LACAVA; SEBASTIANES; AZEVEDO, 2010; LACAVA e
AZEVEDO, 2013, 2014; AZEVEDO, 2014). De acordo com a Organizacdo das Nacdes
Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) estima-se que 25% das culturas mundiais séo
afetadas por alguma doenca de planta todo ano (KATOCH e PULL, 2017).

A principal medida usada no controle de fitopatdgenos € a aplicacdo de fungicidas e
inseticidas (insumos agricolas), os quais sdo relativamente de baixo custo, porém sdo toxicos
ao homem durante a aplicacdo e pelos residuos que s@o deixados nos alimentos (COOK,
1993; TALAPATRA et al., 2017). Ademais, 0s insumos agricolas possuem componentes
quimicos que podem causar problemas ambientais como contaminacdo de solo, aguas
superficiais e subterrdneas, ocasionar eliminacdo de espécies Uteis, como insetos

controladores de pragas e micro-organismos em associacdo com as plantas (micro-organismos
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endofiticos e epifiticos) e perder sua efetividade devido a selecdo de resisténcia em
populacbes de fitopatdgenos e pragas (LACAVA e AZEVEDO, 2014; FERREIRA et al.,
2015).

Diante da necessidade de reduzir o uso desses insumos na agricultura, mas objetivando
o rendimento econémico das colheitas, o controle natural e biolégico vem despertando cada
vez mais interesse de pesquisadores (LACAVA,; SEBASTIANES; AZEVEDO, 2010;
LACAVA e AZEVEDO, 2014).

Segundo Guetsky e seus colaboradores (2002) o controle bioldgico é uma estratégia ao
uso de agroquimicos, pois trata-se de uma medida ndo-quimica de contensdo de um
fitopatdgeno. Por ocuparem um nicho ecoldgico semelhante ao dos fitopatdgenos, os fungos
endofiticos sdo importantes no controle bioldgico dos mesmos, geralmente atuando por
micoparistismo devido a producéo de antibidticos, por competicdo por nutrientes e/ou espaco,
producdo de enzimas envolvidas na hidrélise da parede celular e por induzir a planta a
desenvolver mecanismos de defesa e resisténcia (LACAVA e AZEVEDO, 2014;
TALAPATRA et al., 2017).

No controle biolégico os fungos endofiticos podem atuar como micoparasitas que
produzem enzimas (B-1,3 glucanases e quitinases) que degradam a parede celular do fungo
parasita e assim, conseguem extrair os nutrientes do hospedeiro (CAO et al., 2009; LEITE,
2010).

Segundo um estudo realizado por Toghueo e colaboradores (2016) com duas espécies
de Trichoderma spp., fungo endofitico mais utilizado no controle bioldgico por ter atividade
sob diversas espécies de fitopatogenos, foi testado contra Fusarium solani, fungo
fitopatogénico que causa doenca no feijdo. Os resultados deste estudo mostraram que 0
enddéfito obteve um indice de antagonismo contra F. solani variando entre 27% a 86% e
mostraram que as espécies de Trichoderma inibem o crescimento do micro-organismo alvo
por crescerem mais rapido que o patdégeno. Além disso, estes fungos também competem por
nutrientes, limitando-os e causando morte de fitopatdgenos.

Na antibiose, os enddfitos produzem compostos antifungicos associados ao
metabolismo secundario que é capaz de matar, inibir o crescimento ou a reproducao de micro-
organismos fitopatogenicos (SARAIVA et al., 2014; MACHADO, 2015). Outra forma de
controle bioldgico de doencas € a inducdo de resisténcia sistémica (IRS). As plantas possuem
mecanismos de defesa que sdo aparentemente inativos ou latentes. Quando o fungo endofitico
penetra na planta induz a mesma produzir compostos que atuam sobre o patégeno impedindo

0 processo de infeccdo e/ou colonizacdo ou modificar sua morfologia. As alteracGes
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morfolégicas e fisiologicas podem dificultar a entrada do patégeno e seu desenvolvimento na
planta hospedeira, neste caso, pode ter aumento da parede celular por deposicéo de lignina,
glucanas, aumento da espessura da cuticula e a sintese de fitoalexinas que sdo compostos
antimicrobianos de baixo peso molecular (PEIXOTO-NETO; AZEVEDO, 2003;
BERNARDI-WENZEL et al., 2012).

Sendo assim, a utilizacdo dos endofitos no controle bioldgicos de pragas tem mostrado
resultados promissores e ganhado destaque nas Gltimas décadas abrindo novas perspectivas e
alternativas, principalmente por reduzir o uso de agroquimicos na agricultura (LACAVA e
AZEVEDO, 2014; LACAVA e SOUSA, 2016).

2.6. Solubilizacao de fosfato por fungos endofiticos

O Fdésforo (P), depois do Nitrogenio (N) é o elemento mais importante para o
crescimento das plantas e corresponde a 0,2% do peso seco das mesmas (SCHACHTMAN;
REID; AYLING, 1998). Esse componente é encontrado em acidos nucleicos, fosfolipideos e
na adenosina trifosfato (ATP) e desempenha um papel importante em processos metabdlicos
vegetais, como a fotossintese, transferéncia de energia e regulacdo de vias metabdlicas
(RIBAS et al., 2016).

O P ¢ abundante nos solos, a maior parte encontra-se na forma inorgénica, contudo, os
vegetais sdo incapazes de utilizar o fosfato, pois cerca de 95% esté indisponivel (COUTINHO
et al.,, 2014). Desta maneira, para compensar a deficiéncia sdo necessarias adubagfes com
fosfatos sollveis em agua para suprir as necessidades da planta. Contudo, as plantas absorvem
pequenas por¢des deste fosfato e o resto € convertido em complexos insolUveis, se tornando
indisponivel para as mesmas (KAPRI e TEWARI, 2010). Além disso, para suprir a demanda
desses fertilizantes, o Brasil importa cerca de 50% acarretando perdas em seu potencial
competitivo (SILVA et al., 2010).

A aplicacdo frequente de fertilizantes fosfatos de alta solubilidade ¢ ambientalmente
indesejavel, principalmente no Brasil, que € um pais tropical com chuvas torrenciais, as quais
agravam o arraste de fésforo para o leito dos rios, riachos e lagos (CHAVES e OBA, 2004).
Sendo assim, uma forma alternativa segura e economicamente viavel € o uso de micro-
organismos solubilizadores de fosfato melhorando assim o aproveitamento dos fosfatos ja
existentes e a producdo agricola dos solos com baixa concentracdo de P (OLIVEIRA et al.,
2012; LACAVA e AZEVEDO, 2013).
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Os micro-organismos solubilizam o fosforo inorganico por meio da liberacdo de
acidos organicos e/ou polissacarideos extracelulares que sdo sintetizados por eles, tornando
disponivel para as plantas (KAPRI e TEWARI, 2010; MENDES et al., 2013). Ja a
mineralizacdo do fosforo organico ocorre através da sintese de enzimas fosfatases, produzidas
por micro-organismos, que catalisam a hidrélise de ésteres fosforicos disponibilizando uma
forma sollvel de fosfato inorgénico (RIBAS et al., 2016).

Desta maneira, estudos vém sendo realizados explorando o potencial de fungos
endofiticos para solubizar fosfato. Entre os géneros estdo o Trichoderma (LEITAO et al.,
2010; KAPRI e TEWARI, 2010; OLIVEIRA et al., 2012; e Aspergillus (MENDES et al.,
2013) incitando novos estudos com fungos endofiticos nessa area.

2.7. Producéo de enzimas por fungos endofiticos

As enzimas sdo normalmente de origem proteica (h& enzimas constituidas de RNA, as
ribozimas) produzidas pelas células com a finalidade de acelerar as reacGes quimicas
aumentando a velocidade de reacdo sendo essenciais para 0s processos bioldgicos de todos 0s
organismos vivos (ANGELO, 2010; ORDANDELLI et al., 2012).

As enzimas possuem aplicacdo em diversos processos industriais como nas
cervejarias, alimentos, combustiveis, racdo animal, papel, indUstria téxtil, detergente, entre
outros. A utilizacdo de enzimas nos processos apresentam grandes vantagens frente aos
catalisadores quimicos, por serem produtos naturais bioldgicos e biodegradaveis, por
possuirem alta especificidade nas reac@es, por ndo serem consumidas durante o processo, por
aumentar a velocidade de reacdo diminuindo a energia de ativacdo. Sendo assim, 0 mercado
industrial procura novos metodos para tornar os produtos mais competitivos e com menos
prejuizos ambientais (SPECIAN et al., 2015). As enzimas de origem microbiana vém
chamando a atengéo, por apresentarem um grande potencial devido a grande biodiversidade
que se tem de bactérias e de fungos e por sua produgdo em grande escala otimizando as
condigdes dos processos fermentativos por mutacfes ou por meio da tecnologia do DNA
recombinante (MONTEIRO e SILVA et al., 2009; MACHADO, 2015).

Os fungos endofiticos representam uma fonte de producdo enzimatica, principalmente
pelo fato de que eles precisam produzir enzimas para obter nutrientes do ambiente, por
precisarem colonizar os tecidos vegetais e se estabelecerem dentro da planta (BORGES et al.,
2009).
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Os processos industriais com enzimas microbianas podem ser divididos em dois
grandes grupos basicamente, 0 que 0s micro-organismos crescem na superficie do meio de
cultura e o que 0s micro-organismos crescem em submersos em meio de cultura liquido, a
fermentacdo submersa (FS) (ANGELO, 2010). As enzimas hidroliticas, como as amilases,
proteases, Xilases, celulases e pectinases sdo geralmente produzidas por fermentacdo em meio
solido (FMS) e os micro-organismos mais adaptados a este tipo de fermentagdo sdo os fungos
filamentosos, pois as condi¢bes sdo semelhantes ao seu habitat natural (BORGES et al. 2009;
ORNANDELLI et. al, 2012).

A classe de enzimas hidroliticas é responsavel por catalisar a hidrdlise de diversos
substratos, como proteinas, acidos nucleicos, polissacarideos, lipidios, ésteres e fosfatos
organicos. As proteases e as endonucleases, que estdo inclusas nessa classe e sao necessarias
para 0 crescimento e manutencdo do organismo do fungo, outras enzimas como as
carboidrases podem ser excretadas por algumas espécies de fungos, quando 0s mesmos sdo
submetidos a condi¢des ambientais especificas (ANGELO, 2010). Além disso, os fungos
endofiticos podem excretar enzimas, como [B-1,3 glucanases e quitinases, que degradam a
parede celular de fungos fitopatogénicos (CAO et al., 2008).

As hidrolases catalisam a clivagem hidrolitica de ligagdes —C-O, -C-N, -C-C. As
enzimas amiloliticas pertencentes a essa classe sdo responsaveis pela hidrélise do amido, um
polimero de glicose que tem funcdo de reserva nos vegetais. A degradacdo desse polimero é
realizada por essas enzimas, que sao capazes de hidrolisar as ligacdes glicosidicas presentes
no amido, destacando as a-amilases e f-amilases (ANGELO 2010; ORLANDELLI et al.,
2012). Segundo Kojo e seus colaboradores (2017) os fungos do género Aspergillus € o fungo
filamentoso mais usado nos processos de producdo de amilase. As amilases, destacando a a-
amilase possuem aplicacdo industrial na industria de alimentos, de papel, téxtil e de
detergentes (MACHADO, 2015).

As proteases sdo enzimas responsaveis pela clivagem hidrolitica das ligacdes
peptidicas das proteinas e participam de processos industriais de alimentos (laticinios, carnes
e de detergentes). Também sdo usadas no tratamento de couro sendo uma forma de diminuir o
uso de compostos quimicos e poluentes (COOMBS, et al., 1999). Segundo Orlandelli e seus
colaboradores (2017), os fungos endofiticos isolados de Piper hispidum Sw destacando as
espécies Phoma herbarum e Schizophyllum commune apresentaram alta atividade na
producdo de protease.

O polimero mais abundante na natureza é a celulose formada por unidades de glicose

ligadas por ligagdes glicosidicas B-1,4 (SANTOS, 2016). As enzimas celuloliticas séo
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responsaveis pela hidrolise dessas ligacOes liberando oligassacarideos, celebiose e glicose e
possuem aplicagfes nas industrias téxtil, de papel e celulose e na producdo de etanol
(KUHAD; GUPTA,; SINGH, 2011). Os fungos tem sido estudados quanto a producdo de
celulase destacando o Trichoderma (ROMERO et al.,, 1999; ELLILA et al.,, 2017) e
Neurospora crassa (SZENGYEL et al., 2000; O’REILLY; TURNER, 2015).

Pectinases sdo capazes de hidrolisar ligacGes glicosidicas ao longo da cadeia carb6nica
de substancias pécticas. Os fungos possuem destaque para a sintese destas enzimas sendo 0s
mais utilizados em escala industrial. As pectinases sdo usadas na industrial téxtil e de papel
degradando a camada de pectina que recobre as fibras de celulose (FREITAS et al., 2015).

As lipases e esterases sdo enzimas associadas ao metabolismo e hidrolise de lipideos.
O que diferencia uma enzima da outra é que as lipases atuam preferencialmente em substratos
insolUveis e catalisam hidrdlise de triacilglicerdis de cadeias longas e as esterases catalisam a
hidrdlise dos triacilglicerois de cadeias curtas atuando na maioria das vezes em substratos
soliveis em &gua. Ambas as enzimas podem ser encontradas em animais, vegetais e em
células de micro-organismos. A aplicacdo de lipase é principalmente na producdo de
laticinios, ja as esterases sdo utilizadas na fabricacdo de detergentes, papel e celulose e na
producdo de farmacos quirais (ORLANDELLI et al., 2012).

Sendo assim, o presente trabalho visou de estudar a diversidade dos fungos endofiticos
associados a plantas medicinais do Cerrado (barbatimdo e lobeira) e analisar o potencial
biotecnoldgico dos mesmos para producdo de enzimas, no controle de fungos fitopatogénicos

e na solubilizacdo de fosfato.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo o isolamento e a identificagdo molecular de
fungos endofiticos associados a espécies vegetais do Cerrado com potencial
biotecnologico para antagonismos de fitopatdgenos, solubilizacdo de fosfato inorganico e

producdo de enzimas. Para isso, 0s objetivos especificos foram:

3.2 Objetivos especificos

1) Isolar de folhas e ramos e identificar genotipicamente a comunidade fungica endofitica
cultivavel associada ao barbatimdo e a lobeira;

2) Awvaliar in vitro o potencial antagénico dos isolados fungicos em relacdo a fungos
fitopatogenicos;

3) Avaliar in vitro o potencial para solubilizagcdo de fosfato inorganico pelos isolados
fangicos;

4) Awvaliar in vitro a producdo das enzimas amilase, celulase, pectinase, protease, lipase e

esterase pelos isolados endofiticos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Local da realizacédo do trabalho e coleta do material vegetal

Amostras sadias de folha e ramos de S. adstringes e S. lycocarpum foram coletadas,
sob as mesmas condi¢Bes climaticas e no mesmo dia, na reserva ambiental do Cerrado
(21°58°, 47°52°W) da Universidade Federal de Sdo Carlos, Séo Carlos-SP, Brasil. Foi
realizada uma unica coleta de cada espécie vegetal no més de abril de 2016, na parte manha,
em uma temperatura no local de £21°C £2°C. Em seguida, as amostras foram transportadas
para o Laboratorio de Microbiologia e Biomoléculas (LaMiB), Departamento de Morfologia e
Patologia localizado no Campus da Universidade de S&o Carlos, S&o Carlos- SP, Brasil.

4.2. Isolamento dos fungos endofiticos a partir de plantas da espécie S.adstringens e
S. lycocarpum St. Hill.

As amostras foram lavadas em agua corrente para retirada de residuos de solo e poeira.
Em seguida, os ramos e folhas foram submetidos a desinfeccdo superficial por imersao
(Araudjo et al., 2014) em etanol 70% (v/v) por um minuto, hipoclorito de sédio (NaOCI)
contendo de 2 a 2,5% de cloro ativo por dois minutos, novamente em etanol 70% (v/v) por
trinta segundos sendo lavadas em &gua destilada esterilizada duas vezes apds 0 processo.

Apl6s a etapa de desinfeccdo, as folhas e os ramos foram fragmentados (cinco
fragmentos por placa) e depositados em placa de Petri (90 mm de didmetro) contendo meio de
cultura Batata Dextrose Agar (BDA) (Kasvi) e adicionado de tetraciclina (50pg mL™),
antibidtico para evitar o crescimento bacteriano.

Em seguida, as placas com tecido vegetal foram incubadas a 28° C e como controle,
aliquotas de agua destilada esterilizada utilizada no fim do processo de desinfec¢éo superficial
foram distribuidas em placas de Petri contendo o meio de cultura BDA para avaliar se a
desinfeccédo foi bem sucedida. As placas de Petri foram observadas diariamente, até sete dias,
para verificar crescimento famgico a partir do material vegetal. Os fungos detectados foram
repicados por estrias de esgotamento em placas de Petri com BDA sem antibidtico e mantidos
sete dias na estufa B.O.D a temperatura de 28° C.

Os fungos purificados foram armazenados em duplicata em frascos com rosca do tipo
penicilina com agua destilada esterilizada e foram mantidos em temperatura ambiente,

seguindo o método Castellani (1939).
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As linhagens isoladas receberam codigos para facilitar a apresentacdo dos dados. Os
endofitos de barbatim&o receberam a sigla BFO (referente a espécie vegetal- barbatiméo e do
tecido de onde foi isolado- folha), BRA (referente a espécie vegetal- barbatiméo e do tecido
de onde foi isolado- ramo). Os fungos endofiticos de lobeira receberam cédigos como LFO
(referente a espécie vegetal- lobeira e ao tecido de onde foi isolada- folha) e LRA (referente a
espécie vegetal- lobeira e ao tecido de onde foi isolada- ramo). Todos 0s ensaios foram

iniciados com culturas novas crescidas em meio BDA a 28°C.

4.3. Extracdo de DNA dos fungos endofiticos

Para a extracdo de DNA dos fungos endofiticos, estes foram crescidos em BDA por 5-
7 dias a 28° C na estufa B.O.D. Apds o crescimento, os micélios dos fungos isolados foram
macerados em 1500 pL de tampéo de extragdo (TE) (SDS 10% 4mL; EDTA 0,5M pH 8,0
2mL; Tris-HCI 1M pH 8,0 8mL; NaCl 5M 2mL; Agua ultrapura esterilizada) até se tornarem
uma solucdo homogénea. Posteriormente, 1000 pL dessa solugdo foi transferida para um
microtubo previamente autoclavado e foi adicionado 170 uL de SDS 10% (SDS 10,0g; agua
destilada 100mL), o qual foi incubado a 60° C durante 15 minutos. Em seguida, a suspensdo
foi centrifugada por 10 minutos a 14000 rpm. O sobrenadante foi entéo transferido para novos
tubos contendo 300 pL de acetato de amdnio, depois foi agitado e incubado no congelador a +
-6°C por 30 minutos. Apos este tempo, o sobrenadante foi centrifugado nas mesmas
condicdes anteriores e em seguida, o sobrenadante foi descartado. O DNA foi lavado com 500
uL de etanol 70%, centrifugado novamente por 5 minutos a 14000 rpm. Novamente o

sobrenadante foi descartado, 0 DNA foi seco e eluido em 30 pL de H,0 ultrapura esterilizada.

4.4. Amplificagéo da regiao ITS do rDNA

A amplificacdo da regido de DNA ribossomal, o ITS-58S-ITS2 foi realizada
utilizando 0s oligonucleotideos iniciadores (primers) ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS 4 (5- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3%)
(WHITE et. al, 1990) pela técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizando o
termociclador (LongGene®) programado para realizar uma desnaturacéo inicial a 94 °C por 5
minutos seguidos de 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 35 segundos, anelamento a 55 °C
por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 30 segundos, seguido da extensdo final de 72 °C por
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10 minutos. A reacdo de amplificagéo foi realizada para um volume final 50 puL contendo 5
pL de High Fidelity Buffer (CELLCO BIOTEC); 7,4 uL de MgCl, [25 mM] (CELLCO
BIOTEC); 2,0 uL de dNTP mix[5 mM]; 0,4 pL do oligonucleotideo ITS1; 0,4 uL do
oligonucleotideo ITS4; 0,2 uL de Taqg High Fidelity [2,5 U/uL] (CELLCO BIOTEC); 1uL de
DNA gendmico; 33,8 pL de H,0 ultrapura autoclavada. No controle negativo continha todos
0s reagentes acima, com exce¢do do DNA gendmico, que foi substituido por 1 puL de H,0
ultrapura autoclavada utilizada no processo. Apos a ampliacéo, foi feito gel de agarose 0,8%
usando o marcador de peso molecular (1Kb de DNA) (KASVI) e os produtos de PCR foram
analisados pelo fotodocumentador (Gel Doc ™ EZ Imager).

4.5. Purificagdo dos Produtos de PCR e analise das sequencias

Os fragmentos da regido ITS amplificados (cerca de 750 pb) foram purificados com o
kit de purificacdo QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN). Sendo assim, para realizacao da
purificacdo foi adicionado em um microtubo autoclavado 5 volumes de Tampéao Buffer BP
para 1 volume de reacdo de PCR e em seguida misturados. Para indicar que o pH ideal, a
solucdo mudava a coloracdo, neste caso para amarelo/alaranjado. Posteriormente, todo o
conteddo do microtubo foi transferido para a coluna QlAquick e estes microtubos foram
centrifugados por 60 segundos a 13.000 rpm. O contetdo que passou pela coluna foi
descartado e foi feita uma lavagem com 750uL do tampdo PE e depois a amostra foi
centrifugada na mesma condicdo anterior. Novamente, o conteudo que passou pela coluna foi
descartado e centrifugado por 60 segundos a 13.000 rpm. A parte da coluna foi transferida
para um microtubo de 1,5 mL, foi adicionado 50 pL de agua ultrapura autoclavada, depois de
centrifugadas por 1 min, as amostras foram quantificadas e enviadas para o Centro de
Pesquisa sobre 0 Genoma Humano e Células-Tronco (USP) que realizaram o sequenciamento
de produto de PCR.

4.6. ldentificagdo molecular dos fungos endofiticos isolados de barbatimao e lobeira

As sequencias obtidas pelo sequenciamento foram utilizadas para identificacdo
molecular dos isolados. As analises foram realizadas pelo software BioEdit Sequence

Alignment Edit, onde as sequencias foram comparadas com base nos resultados observados
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no BLASTnN e obtidas na base de dados do National Center for Biotechnology Information

(NCBI- https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

4.7. Atividade antagonica de fungos endofiticos contra fungos fitopatogenicos

Para analisar potencial de inibicdo de crescimento dos fungos endofiticos associados ao
barbatiméo e a lobeira contra fungos fitopatogénicos foram realizados testes de antagonismo in
vitro. Os fungos fitopatogenicos utilizados foram: Colletotrichum sp., Fusarium oxysporum e
Lasiodiplodia subglosa. Os fungos fitopatogenicos utilizados nesse trabalho fazem parte da
colecdo de culturas microbianas do LaMib. Para os testes de antagonismo procedeu-se da seguinte
forma: disco de micélio contendo 0,5 cm de didmetro do fungo endofitico foi inoculado em
um dos lados de uma placa de Petri (90 mm de diametro) e, do outro lado da placa foi
inoculado disco de micélio de 0,5 cm de diametro do fungo fitopatogénico a ser testado, de
acordo com o Método da cultura pareada (MARIANO, 1993; ASSUMPCAO et al., 2010) e
como esta exemplificado na Figura 3. A avaliacdo do experimento foi realizada quando o
controle (placa contendo apenas o disco de micélio do fungo fitopatogénico) apresentou
crescimento de uma extremidade a outra da placa de Petri. As placas foram incubadas na

estufa BOD a 28 °C, de 3 a 7 dias, sendo o teste realizado em triplicata.

Endofitico Fitopatogena

Figura 3. Modelo esquematico de uma placa de Petri representando a técnica de pareamento direto in vitro para
avaliacdo do potencial antagbnico dos fungos endofiticos associados ao barbatiméo e a lobeira em relagdo ao
fungo fitopatogénico testado. Fonte: autor.

Para avaliar o potencial de antagonismo dos isolados foram feitas as analises das

interacbes endofitico-fitopatdgeno baseadas na escala de Badalyan et al. (2002), com trés
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tipos de interacdo: A, B e C, aonde C é subdividida em CAl, CA2, CB1 e CB2, onde A
representa o bloqueio de crescimento com contato micelial; B, o blogueio de crescimento a
distancia; C mostra o crescimento do endofitico sobre o fitopatogeno sem bloqueio de
crescimento inicial; CAl e CA2, o crescimento parcial e completo, respectivamente e CB1 e
CB2 representa o crescimento parcial e completo, respectivamente, do endofitico sobre o
fitopatdgeno depois do bloqueio inicial a distancia. O indice de antagonismo (I1A) foi
calculado segundo Quiroga et al., 2001 e Edignton et al. (1971) por meio da férmula: 1A
(%)= (Dc — Dt/ Dc) x 100; onde: Dc é diametro médio da col6nia do patdégeno da placa
controle (sem antagonista) e Dt é o didmetro médio da colénia do patégeno frente ao

antagonista (isolado endofitico).

4.8. Solubilizacio de fosfato inorganico

Para analisar a capacidade dos fungos endofiticos em solubilizar fosfato inorgénico,
discos de micélios foram inoculados, em trés pontos diferentes da placa de Petri, em
triplicada, em meio de cultura sélido contendo:10g.L™ de glicose; 5g.L™* de NH,CI; 1g.L™ de
NaCl; 1g.L™" de MgSO, 7H,0; 0,8 g.L™* de CaHPO,; 15 g.L ™" de 4gar (Kasvi); pH 7,2 a 28°C
por 72 horas.

A presenca de halo incolor ao redor das coldnias indicou a capacidade dos isolados em
solubilizar fosfato inorganico. Para analise semi-quantitativa foram medidos os diametros dos
halos claros formados ao redor de cada colénia (Dh), com auxilio de um paquimetro e os
didmetros das coldnias correspondentes (Dc). Sendo assim, o indice de solubilizacdo de
fosfato (ISF) por meio da razdo (ISF)= (Dh)/(Dc), os endofitos que solubilizam mais fosfato
inorganico obtém razoes maiores (BERRAQUEIRO et al., 1976). A solubilizacdo pode ser
classificada como baixa (ISF<2), média (2<ISF<3) e alta (ISF>3) (SILVA FILHO e VIDOR,
2001).

4.9. Avaliacdo da atividade enzimatica

A atividade enzimética dos isolados fungicos foram avaliados qualitativamente
(ARAUJO et al., 2014). Os testes enzimaticos foram feitos em placa de Petri (90 mm de
diametro) contendo cerca de 20 mL do meio de cultura especifico para cada enzima. Sendo
assim, discos de micélio dos fungos previamente cultivados em BDA foram inoculados em

trés lugares da placa com cada meio especifico. Apos o crescimento dos fungos foi observado
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a presenca ou auséncia de determinada atividade enzimética, por meio da formacé&o de halo
em torno da colonia.

O ensaio avaliou os fungos endofiticos quanto a sua capacidade de produzir enzimas,
como: amilase, celulase, protease, pectinase (pH 5 e pH8), lipase e esterase. Sendo assim,
discos de micélio dos fungos previamente cultivados em meio de cultura BDA (Kasvi) foram
inoculados em trés lugares da placa com cada meio de cultura especifico.

As placas foram incubadas a 28 °C e observadas de acordo com o crescimento de cada
fungo em cada meio especifico. Os ensaios foram realizados em triplicata e como controle

negativo, placas apenas com meio de cultura sem o fungo inoculado.

4.9.1. Atividade aminolitica

Os isolados foram cultivados em meio de cultura minimo M9 contendo 200mL™ de
solucdo estoque (64g.L™" de Na,HPO,. 7H20; 15g.L™ de KH,PO4; 2,59.L ™ de NaCl; 5g.L™" de
NH.CI); 2mL de MgSO,4 1M; 0,1 ml™ de CaCl, 1M, 10g. L™ de glicose e 15g.L™" de &gar
(Kasvi), pH 7,2 contendo 0,5% de extrato de levedura e 1% de amido soluvel a 28°C durante
48 horas.

Apbs o crescimento dos fungos foram adicionados 10 mL de solucéo de iodo (lodo 10
g; lodeto de potéssio (KI) 6 g; dgua destilada 20 mL; etanol 95% para completar 100 mL) e
lavagem com agua em seguida (a presenga de um halo incolor em torno da col6nia indicou

producédo de amilase).

4.9.2. Atividade proteolitica

Os fungos foram cultivados em meio de cultura Protease contendo: 5g.L™ de triptona;
2,50.L de extrato de levedura; 1g.L™ de glicose; 2,5g9.L™* de NaCl e 15g.L™ de 4gar (Kasvi),
pH 7,0. Apos a esterilizacdo adicionou-se 100mL de leite UTH desnatado. Apos a incubagéo a
28°C durante 48 horas, a formacdo de um halo de degradagédo ao redor da coldnia indicou a

secregédo de proteases.

4.9.3. Atividade celulolitica
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Os isolados foram cultivados em meio de cultura minimo M9 contendo 200mL™ de
solucdo estoque (64g.L™ de Na,HPO,. 7H20; 15¢.L™ de KH,POy; 2,59.L™ de NaCl; 5g.L" de
NH,4CI); 2mL de MgSO, 1M; 0,1 mI™* de CaCl, 1M, 10g. L™ de glicose e 15g.L™ de agar
(Kasvi), pH 7,2 contendo 0,5% de extrato de levedura e 1% de carboximetilcelulose (CMC) a
28°C durante 48 horas.

Apos o crescimento dos fungos foram adicionados 10mL do corante Vermelho Congo
(Vermelho Congo 1g em 1L de &gua destilada). Apos 15 minutos com o corante, as placas
foram lavadas com NaCl 5M seguindo a metodologia de Teather e Wood (1982). A formagéo
de um halo amarelado/alaranjado ou incolor em torno da coldnia indicou a secre¢do de

celulase.

4.9.4. Atividade pectinolitica

Os isolados foram cultivados em meio de cultura minimo M9 contendo 200mL™ de
solucao estoque (64g.L™ de Na,HPO,. 7H20; 15g.L™ de KH,POy; 2,59.L™ de NaCl; 5g.L de
NH4CI); 2mL de MgSO, 1M; 0,1 mI™ de CaCl, 1M, 10g. L™ de glicose e 15g.L™" de agar
(Kasvi) contendo 0,5% de extrato de levedura, 1% de pectina (v/v) a 28°C por 48 horas.

Apo6s o crescimento dos fungos foram adicionados 10 mL de lugol e imediatamente
efetuou-se a lavagem com agua. A presenca de um halo incolor em torno da coldnia indicou
secrecdo de pectinases. O pH desse meio pode ser modificado para caracterizacdo de duas
diferentes pectinases: o meio com pH 8,00 € utilizado para caracterizacdo de pectato liase e 0

meio com pH 5,0 para poligalacturonase.

4.9.5. Atividade lipolitica e esterolitica

Os fungos endofiticos foram cultivados em meio de cultura lipase/esterase contendo:
10g.L™ de Peptona; 5g.L™" de NaCl; 0,1g.L™* de CaCl2. 2H20 e 15g.L™* de 4gar (Kasvi), pH
7,4. ApoOs a esterilizacdo do meio de cultura foi adicionado 1% (v/v) de Tween 20,
previamente esterilizado. Depois da incubacdo a 28°C por 48 horas, a formacgéo de halo por
cristais ao redor da col6nia indicou a secrecdo de lipases. A mesma metodologia foi usada
para a avaliagdo da producdo de esterase, contudo, apos a esterilizacdo do meio de cultura foi
adicionado 1% (v/v) de Tween 80 esterilizado. A formacdo de um halo claro ao redor da

col6nia indicou a secrecgdo de esterase (SIERRA, 1957).
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5. RESULTADOS

5.1. Isolamento de fungos endofiticos isolados de Stryphnodendron adstringens-
Barbatiméo e Solanum lycocarpum St. Hill.- Lobeira

A partir do isolamento dos fungos endofiticos por fragmentacdo do tecido vegetal de
folhas e de ramos foram obtidos, respectivamente quinze fungos endofiticos de folhas e seis

de ramos, totalizando vinte e um isolados endofiticos. Na Figura 4 é possivel observar o

fenotipo de alguns desses isolados fungicos ja purificados.

Figura 4. Amostragem da diversidade de fungos endofiticos de Stryphnodendron adstringens encontrada no
Cerrado de S&o Carlos, estado de Sdo Paulo. Fonte: autor.

O maior nimero de fungos endofiticos isolados foram nos fragmentos de folhas, como
é possivel observar na Figura 5:
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Isolamento de fungos endofiticos de
barbatimao

20 A
15 -

10 -

Numero de isolados

Folha Ramo

Tecido vegetal

Figura 5. Quantidade de fungos endofiticos isolados a partir das folhas e de ramos de barbatiméo

Dos fragmentos de folhas de Solunum. lycocarpum St. Hill. foram isolados trinta e
dois fungos endofiticos e de ramos foram obtidos treze isolados resultando em quarenta e
cinco no total. Na Figura 6 é possivel observar o fen6tipo de alguns desses isolados fungicos
ja purificados.

Figura 6. Amostragem de diversidade de fungos endofiticos isolados de Solanum lycocarpum St. Hill.
encontrada no Cerrado de Séo Carlos, estado de S&o Paulo. Fonte: autor.
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Similar ao resultado encontrado no barbatimao, o maior numero de fungos endofiticos
isolados foram nas folhas de lobeira, como demonstrado abaixo na Figura 7:

Isolamento de fungos endofiticos de lobeira

45 -
40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -

Numero de isolados

Folha Ramo

Tecido vegetal

Figura 7. Quantidade de fungos endofiticos isolados a partir das folhas e de ramos de lobeira.

5.2. Identificacdo molecular dos fungos endofiticos

5.2.1. ldentificacgdo molecular dos fungos endofiticos associados a
Stryphnodendron adstringens

Os fungos endofiticos associados a S. adstringens foram submetidos ao
sequenciamento da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA e as sequencias obtidas foram
comparadas com aquelas depositadas com a utilizacdo da ferramenta BLASTn no banco de
dados do NCBI. Os géneros e a porcentagem de identidade das sequencias estdo na Tabela 1.

Por meio do sequenciamento da regido ITS do rDNA foi observado que a comunidade
endofitica fungica associada a S. adstringens € composta pelos seguintes géneros: Diaporthe,
Neopestalotiopsis ~ Nigrospora,  Paraconiothrium,  Phomopsis  Pseudofusicoccum,

Schizophyllum e Xenoacremonium.



Tabela 1. Identificagdo molecular em nivel de género dos fungos endofiticos associados a S. adstringens e o

indice de identidade encontrado no NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Isolado Identificacdo NUmero de Identidade (%0)
Acesso (NCBI)

BFO1 Nigrospora sp. KY569632.1 100%
BFO2 Nigrospora sp. KY569632.1 100%
BFO3 Phomopsis sp. JX944170.1 100%
BFO4 Neopestalotiopsis sp. MF150253.1 100%
BFO5 Diaphorte sp. MF547407.1 100%
BFO6 Phomopsis sp. MG775290.1 100%
BFO8 Nigrospora sp. KY569632.1 100%
BFO12 Schizophyllum sp. LC317779.1 100%
BFO14 Nigrospora sp. KY569632.1 100%
BFO15 Diaporthe sp, KY962984.1 100%
BRA1 Neofusicoccum sp. MG775292.1 100%
BRA2 Pseudofusicoccum sp. KT728919.1 100%
BRA3 Pseudofusicoccum sp. KT728919.1 100%
BRA4 Pseudofusicoccum sp. KT728919.1 100%
BRAS Xenoacremonium sp. KX881582.1 100%
BRAG Paraconiothrium sp. MG572394.1 100%
BFO7 N&o identificado - -

BFO9 N&o identificado - -
BFO10 N&o identificado - -
BFO11 N&o identificado - -
BFO13 N&o identificado - -
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5.3.2 ldentificagdo molecular dos fungos endofiticos isolados de Solanum

lycocarpum St. Hill.

Dos quarenta e cinco fungos endofiticos isolados de S. lycocarpum St. Hil., vinte e
dois foram submetidos ao sequenciamento da regido 1TS1-5,8S-1TS2 do rDNA, com a
utilizagcdo do programa BLASTN no banco de dados do NCBI e a identificagdo dos isolados
encontra-se na Tabela 2.

De acordo com o resultado do sequenciamento dos fungos endofiticos associados a S.
lycocarpum St. Hil. verificou-se sete géneros: Colletotrichum sp., Curvalaria sp., Diaporthe
sp., Neurospora sp., Phlebiopsis sp., Phomopsis sp.e Schizophyllum sp.Os mais dominantes

foram Phomopsis sp. e Diaporthe sp.
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Tabela 2. Identificagdo molecular em nivel de género dos fungos endofiticos associados a S. lycocarpum St. Hil
e o indice de identidade encontrado no NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Isolado Identificacdo NuUmero de acesso Identidade (%0)
(NCBI)

LFO2 Diaporthe sp. KR023624.1 100%
LFO3 Phlebiopsis sp. KP135404.1 99%
LFOS5 Schizophyllum sp. LC317779.1 100%
LFO6 Phomopsis sp. JN153068.1 100%
LFO7 Phomopsis sp. KX381154.1 94%
LFO11 Diaporthe sp. MF663540.1 100%
LFO12 Phomopsis sp. GQ370368.1 99%
LFO13 Colletotrichum sp. MG812307.1 100%
LFO14 Diaporthe sp. MF663540.1 100%
LFO15 Diaporthe sp. MF663540.1 100%
LFO16 Phomopsis sp. JN153068.1 100%
LFO20 Phomopsis sp. KX381154.1 100%
LFO21 Phomopsis sp. KX381154.1 100%
LFO22 Phomopsis sp. KJ404215.1 99%
LFO23 Phomopsis sp. KX381154.1 100%
LFO24 Diaporthe sp. KU204568.1 100%
LFO27 Curvalaria sp. MG571759.1 99%
LFO28 Neurospora sp. KX987245.1 100%
LFO30 Diaporthe sp. KY962984.1 100%
LRA7 Phomopsis sp. KU204579.1 100%
LRAS8 Phomopsis sp. KJ404215.1 100%
LRA11 Phomopsis sp. KX381154.1 100%
LFO1 N&o identificado - -
LFO4 Ndo identificado - -
LFO8 N&o identificado - -
LFO9 N&o identificado - -
LFO10 Ndo identificado - -
LFO17 Ndo identificado - -
LFO18 N&o identificado - -
LFO19 N&o identificado - -
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Tabela 2- Identificagdo molecular em nivel de género dos fungos endofiticos associados a S. lycocarpum St. Hil
e o indice de similaridade encontrado no NCBI (National Center for Biotechnology Information).

(continuacéo)

Isolado Identificacdo Numero de acesso  Similaridade (%)
(NCBI)
LFO25 N&o identificado - -
LFO26 N&o identificado - -
LFO29 N3o identificado - -
LFO31 N3o identificado - -
LFO32 N&o identificado - -
LRAL N&o identificado - -
LRA2 N&o identificado - -
LRA3 N3o identificado - -
LRA4 N3o identificado - -
LRA7 N&o identificado - -
LRAS N&o identificado - -
LRA10 N3o identificado - -
LRA11l N3o identificado - -
LRA12 N&o identificado - -
LRA13 N&o identificado - -

5.3. Atividade antagodnica contra fungos fitopatogénicos

5.3.1. Atividade antagbnica dos fungos endofiticos de S. adstringens contra
fungos fitopatogénicos

Dos vinte e um fungos endofiticos avaliados contra os fungos fitopatogénicos, quatro
apresentaram alguma atividade antagbnica contra os fungos Colletotrichum sp., cinco contra

Fusarium oxysporum e trés contra Lasiodiplodia subglobosa (Figura 8).
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Colletotrichum sp. F. oxysporum L. subglobosa

Fungos fitopatogénicos

Figura 8. Atividade antagdnica dos fungos endofiticos de S. adstringens contra Colletotrichum sp, Fusarium
oxysporum e Lasidioplodia subglobosa.

Das interacGes apresentadas entre endofitos e fitopatdgenos, trés apresentaram
interacdo do tipo A, com deadlock com contato micelial e um apresentou interacdo do tipo
CAL, com crescimento parcial do endofitico sobre o fitopatégeno depois de deadlock inicial
com contato micelial contra Colletotrichum sp., cinco apresentaram interacdo do tipo A contra
F. oxysporum e trés apresentaram interacdo do tipo A contra L. subglobosa.

Observou-se que para ambos fitopatdgenos a predominancia das interacGes foi do tipo
A, seguida da interacio CAl. No Colletotrichum sp. o indice de antagonismo (IA%)
(Edginton et al., 1971; Quiroga et al. 2001) variou de 35,71% a 85,36%. Contra o F.
oxysporum, o indice de antagonismo variou entre 8,33% a 62,02% e contra L. subglosa variou
de 28,57% a 45% (Figura 9) (Tabela 3).



42

Tabela 3. Interacdes baseadas na escala de Badalyan et al. (2002) entre fungos endofiticos isolados de folhas e de
ramos de Stryphnodendron adstringens contra os fitopatégenos Colletotrichum sp., Fusarium. oxysporum e
Lasiodiplodia subglobosa e o indice de antagonismo em porcentagem (1A%) (Edginton et al., 1971; Quiroga et
al. 2001).

Isolado Colletotrichum sp.  Fusarium oxysporum Lasiodiplodia subglobosa
Tipo de % Tipo de % Tipo de %
interacdo interacdo interacdo
BFO1 A 67,85 A 53,33 - -
BFO2 - - - - - -
BFO3 - - - - - -
BFO4 - - - - - -
BFO5 - - - - - -
BFO6 - - - - - -
BFO7 - - - - - -
BFO8 - - - - - -
BFO9 - - A 8,33 - -
BFO10 - - - - - -
BFO11 - - - - - -
BFO12 - - - - - -
BFO13 - - - - - -
BFO14 - - - - - -
BFO15 - - - - - -
BRA1 A 63,41 A 62,02 - -
BRA2 A 35,71 A 18,98 A 28,57
BRA3 CAl 85,36 A 40 A 40,98
BRA4 - - - - A 45
BRAS - - - - - -
BRA6 - - - - - -
Controle - 0 - 0 - 0

~%: indice de antagonismo/ -: ndo apresentou antagonismo.
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Figura 9. InteracBes apresentadas entre os fungos endofiticos isolados de folhas e ramos de Stryphnodendron
adstringens e os patogenos avaliados. A) Interacdo tipo CA1, com crescimento parcial do endéfito sobre o
fitopatégeno depois do deadlock inicial com contato micelial contra Colletotrichum sp. (BRA3 com
Colletotrichum sp). B) Controle do fitopatdgeno Colletotrichum sp. C) Interagdo do tipo A com deadlock com
contato micelial contra Fusarium oxysporum (BRA1 com F. oxysporum). D) Controle do fitopatdgeno Fusarium
oxysporum. E) Interagdo do tipo A, deadlock com contato micelial contra L. subglobosa (BRA4 com
Lasiodiplodia subglobosa). F) Controle do fitopatégeno Lasiodiplodia subglobosa sem o endéfito.
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5.3.2. Atividade antagbnica dos fungos endofiticos de Solanum lycocarpum St.
Hill. (lobeira) contra fungos fitopatogénicos

Dos 45 fungos endofiticos isolados de folhas e ramos de Solanum lycocarpum St.
Hill., 5 apresentaram atividade antagonica contra Colletotrichum sp., 8 contra Fusarium

oxysporum e 2 contra Lasiodiplodia subglobosa, conforme demonstrado na Figura 10.

45 -
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35 4
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25 -
20 -
15 ~
10 -
5 - -

0 -

Colletotrichum sp. F. oxysporum L. subglobosa

Antagonismo a fungos fitopatogénicos

Numero de isolados

Fungos fitopatogénicos

Figura 10. Atividade antagbnica dos fungos endofiticos de lobeira contra Colletotrichum sp., Fusarium
oxysporum e Lasidioplodia subglobosa.

Das interagdes contra Colletotrichum sp. a do tipo A, com deadlock com contato
micelial foi a mais recorrente, mas 2 fungos endofiticos apresentaram interacéo do tipo CA1,
com crescimento parcial do endofitico sobre o fitopatdgeno depois de deadlock inicial com
contato micelial. Dos 8 endofitos com atividade antagbnica contra F. oxysporum, 6
apresentaram interagdo do tipo A e 2 do tipo CAL. Ja contra o fitopatogeno L. subglobosa, 1
apresentou interagdo do tipo A e o outro do tipo CAL.

O indice de antagonismo contra Colletotrichum sp. variou de 37,66% a 52%, em F.
oxysporum variou de 9,58% a 65,71% e com L. subglobosa variou de 58,22% a 74,13%
(Tabela 4) (Figura 11).



45

Tabela 4. InteragGes baseadas na escala de Badalyan et al. (2002) entre fungos endofiticos isolados de folhas e de
ramos de Solanum lycocarpum St. Hill. contra os fitopatdgenos Colletotrichum sp., Fusarium oxysporum e
Lasiodiplodia subglobosa e o indice de antagonismo em porcentagem (1A%) (Edginton et al., 1971; Quiroga et
al. 2001).

Isolado Colletotrichum sp. Fusarium oxysporum Lasiodiplodia subglosa

Tipo de % Tipo de % Tipo de %
interacdo interacdo interacao

LFO1 A 52 - - - -
LFO2 - - - - - -
LFO3 - - - - - -
LFO4 - - - - -
LFO5 - - - - - -
LFO6 - - A 26,58 - -
LFO7 - - - - - -
LFO8 - - A 17,71 - -
LFO9 - - - - - -
LFO10 A 37,66 - - - -
LFO11 - - - - - -
LFO12 - - - - - -
LFO13 - - - - - -
LFO14 - - A 9,58 - -
LFO15 - - - - - -
LFO16 A 41,66 - - - -
LFO17 - - A 32,83 - -
LFO18 - - - - - -
LFO19 - - - - - -
LFO20 - - - - - -
LFO21 - - - - - -
LFO22 - - - - - -
LFO23 - - - - - -
LFO24 - - - - - -
LFO25 - - - - - -
LFO26 - - - - - -
LFO27 - - - - - -
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Tabela 4. Interacdes baseadas na escala de Badalyan et al. (2002) entre fungos endofiticos isolados de folhas e de
ramos de Solanum lycocarpum contra os fitopatdgenos Colletotrichum sp., Fusarium oxysporum e Lasiodiplodia
subglobosa e o indice de antagonismo em porcentagem (1A%) (Edginton et al., 1971; Quiroga et al. 2001).

(continuacgéo)

Isolado Colletotrichum sp. Fusarium oxysporum  Lasiodiplodia
subglosa

Tipo de % Tipo de % Tipo de %
interacdo interacéo interacdo

LFO28 - - - - - -
LFO29 - - - - - -
LFO30 - - - - - -
LFO31 - - - - - -
LFO32 - - A 21,51 - -
LRA1 - - - - - -
LRA2 - - - - - -
LRA3 CA1 40 CA1l 10 - -
LRA4 CAl 45,12 A 36,70 CAl 74,13
LRAS - - - - - -
LRAG - - - - - -
LRA7 - - - - - -
LRAS - - - - - -
LRA9 - - - - - -
LRA10 - - - - - -
LRA1l - - - - - -
LRA12 - - - - - -
LRA13 - - CAl 65,71 A 58,22
Controle - 0 - 0 - 0

%: indice de antagonismo/ -: ndo apresentou antagonismo.
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Figura 11. Interacbes apresentadas entre os fungos endofiticos isolados de folhas e ramos de Solanum
lycocarpum St. Hill. e os patdgenos avaliados. A) Interacdo tipo A, deadlock com contato micelial contra contra
Colletotrichum sp. (LFO1 com Colletotrichum sp). B) Controle do fitopatégeno Colletotrichum sp. sem o fungo
endofitico C) Interacdo do tipo CA1l com crescimento parcial do endéfito sobre o fitopatdgeno depois do
deadlock inicial com contato micelial contra Fusarium oxysporum (LRA13 com Fusarium oxysporum). D)
Controle do fitopatégeno Fusarium oxysporum. E) Interacdo do tipo CA1, com crescimento parcial do enddfito
sobre o fitopatdgeno depois do deadlock inicial com contato micelial contra Lasiodiplodia subglobosa (LRA4
com Lasiodiplodia subglobosa). F) Controle do fitopatogeno Lasiodiplodia subglobosa.
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5.4. Solubilizacao de fosfato

5.4.1. Solubilizacdo de fosfato por fungos endofiticos isolados de
Stryphnodendron adstringens

Dos vinte e um fungos endofiticos isolados de folhas e ramos de Stryphnodendron
adstringens avaliados quanto a capacidade de solubilizar fosfato em meio sélido contendo
CaHPO* oito (38,09%) apresentaram halo em torno das col6nias e indicaram potencial de
solubilizagéo de fosfato pelos mesmos.

De acordo com Silva Filho e Vidor (2001), os isolados que apresentaram resultado
positivo para solubilizacdo de fosfato podem ser classificados em trés classes: Isolados com
baixo potencial de solubiliza¢do (ISF<2), com médio potencial de solubilizacdo (2>ISF<3) e
com alto potencial de solubilizagdo (ISF<3). Os isolados de lobeira apresentaram indice de
solubilizacdo de fosfato (ISF) menor que 1, desta forma foram classificados com baixo

potencial de solubilizacdo de fosfato (Tabela 5).
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Tabela 5. Ensaio in vitro de solubilizacdo de fosfato de calcio insolivel com os fungos endofiticos isolados de
folhas e ramos de Stryphnodendron adstringens e o indice de solubilizagdo dos mesmos de acordo com Silva
Filho e Vedor (2000).

Isolado indice de solubilizacdo fosfato Classificacéo do ISF
(ISF)

BFO1 1,46 Baixo
BFO2 - -
BFO3 1,47 Baixo
BFO4 1,51 Baixo
BFO5 - -
BFO6 1,60 Baixo
BFO7 - -
BFO8 - -
BFO9 1,93 Baixo
BFO10 - -
BFO11 1,76 Baixo
BFO12 - -
BFO13 1,68 Baixo
BFO14 - -
BFO15 - -
BRA1 1,81 Baixo
BRA2 - -
BRA3 - -
BRA4 - -
BRAS - -
BRAG - -

(-): ndo apresentou potencial para solubilizagéo de fosfato.

5.4.2. Solubilizacdo de fosfato por fungos endofiticos isolados de Solanum
lycocarpum St. Hill.

Dos quarenta e cinco fungos endofiticos isolados de folhas e ramos de Solanum

lycocarpum St. Hill. avaliados quanto a capacidade de solubilizar fosfato em meio solido
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contendo CaHPO™ vinte e trés (51,11%) apresentaram halo em torno das coldnias e indicaram
potencial de solubilizacéo de fosfato pelos mesmos.

O indice de solubilizacdo de fosfato dos isolados de lobeira variou entre baixo (ISF>2)
a médio (2>1SF<3) (SILVA FILHO e VIDOR, 2001) (Tabela 6). O isolado LRA3 apresentou
o melhor potencial de solubilizacdo de fosfato dentre demais isolados, com ISF de 2,61
(Figura 12).

Figura 12. Representacéo dos didmetros dos halos indicadores de solubilizagéo (Dh) e os didmetros das col6nias
(Dc) em meio contento fosfato de calcio insoltvel formado pelo isolado LRA3 positivo. O circulo branco
corresponde o halo indicadores de solubilizagao.
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Tabela 6. Resultado do ensaio in vitro de solubilizagdo de fosfato de calcio insolivel com os fungos endofiticos
isolados de folhas de Solanum lycocarpum St. Hill. e o indice de solubilizacdo dos mesmos de acordo com Silva

Filho e Vedor (2000).

Isolado indice de solubilizacéo fosfato (ISF) Classificacéo do ISF
LFO1 - -
LFO2 - -
LFO3 1,19 Baixo
LFO4 - -
LFO5 - -
LFO6 - -
LFO7 1,46 Baixo
LFO8 1,78 Baixo
LFO9 1,92 Baixo

LFO10 1,32 Baixo

LFO11 - -

LFO12 - -

LFO13 - -

LFO14 1,64 Baixo

LFO15 - -

LFO16 - -

LFO17 1,98 Baixo

LFO18 - -

LFO19 1,97 Baixo

LFO20 1,59 Baixo

LFO21 1,73 Baixo

LFO22 1,92 Baixo

LFO23 1,64 Baixo

LFO24 - -

LFO25 - -

LFO26 - -

LFO27




52

Tabela 6- Resultado do ensaio in vitro de solubilizagdo de fosfato de célcio insoltvel com os fungos endofiticos
isolados de folhas de Solanum lycocarpum St. Hill. e o indice de solubilizagdo dos mesmos de acordo com Silva
Filho e Vedor (2000).

(continuacao)

Isolado indice de solubilizacéo fosfato (ISF) Classificacao do ISF
LFO28 - -
LFO29 1,53 Baixo
LFO30 1,67 Baixo
LFO31 - -
LFO32 1,77 Baixo
LRA1 - -
LRA2 - -
LRA3 2,61 Médio
LRA4 2 Médio
LRAS 0,91 Baixo
LRAG 1,85 Baixo
LRA7 - -
LRAS8 1,39 Baixo
LRA9 2,04 Médio
LRA10 2,42 Médio
LRA11 - -
LRA12 - -
LRA13 1,36 Baixo

(-): ndo apresentou potencial para solubilizacdo de fosfato.

5.5. Producéo enzimatica

5.5.1. Produgdo enziméatica por fungos endofiticos de Stryphnodendron
adstringens

Dentre os quinze fungos endofiticos isolados de folhas de barbatimdo, dois
apresentaram atividade amilolitica, cinco apresentaram atividade celulolitica, para atividade
pectinolitica nove apresentaram atividade enzimatica para pectato liase, sete apresentaram
atividade enzimatica da poligalacturonase, quatro apresentaram atividade proteolitica, quatro

apresentaram atividade esterasica e seis apresentaram atividade lipolitica (Tabela 7).
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As porcentagens totais de atividade enzimatica de todos os isolados flungicos

endofiticos testados estéo apresentadas na Figura 13.

O isolado com maior potencial enzimatico € o BFO4 que apresentou atividade para

producdo de todas as enzimas testadas.
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Figura 13. Atividade enzimatica dos fungos endofiticos isolados de folhas de barbatiméo.
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Tabela 7. Avaliacdo das atividades enzimaticas dos fungos endofiticos isolados folhas de barbatiméo.

Isolado Amilase Celulase Pectato Poligalacturonase Protease Lipase Esterase

liase
BFO1 - + + - - - -
BFO2 - - + - - + +
BFO3 + - - + + - -
BFO4 + + + + + + +
BFO5 - + + + - - -
BFO6 - - + ; - - ;
BFO7 - - - - - - -
BFO8 - - + + - - -
BFO9 - - - - - - -
BFO10 - + + + - + -
BFO11 - - - - - - -
BFO12 - - + + + + +
BFO13 - + - - - + +
BFO14 - - - + - - ;
BFO15 - - + - + + -

(+) producdo enzimaética; (-) ndo foi detectada a producéo enzimatica.

Dentre os seis fungos endofiticos isolados de ramos de S. adstringens, quatro
apresentaram atividade amilolitica, dois apresentaram atividade celulolitica, trés apresentaram
atividade pectato liase, seis apresentaram atividade poligalacturonase, um apresentou
atividade proteolitica, um apresentou atividade lipolitica e nenhum apresentou atividade
esterasica (Tabela 8). As porcentagens totais de producdo enzimatica dos isolados fungicos de
ramos sao apresentados na Figura 14.

Dos isolados mais promissores, 0 BRA5 e 0 BRA6 se destacaram, pois apresentaram
maior potencial de atividade para producdo de quatro tipos de enzimas diferentes, ambos
apresentaram atividade para amilase, celulase, poligalactoronase. O isolado BRAS apresentou

também atividade lipolitica e 0 BRAG atividade proteolitica.
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Figura 14. Atividade enzimética dos fungos endofiticos isolados de ramos de barbatim@o destacando a maior
porcentagem para a producéo de poligalacturose.

Tabela 8. Avaliacdo das atividades enzimaticas dos fungos endofiticos isolados de barbatimao.

Isolado Amilase Celulase Pectato Poligalacturonase Protease Lipase Esterase

liase
BRA1 + - + + -
BRA2 - - + + -
BRA3 - - - + -
BRA4 + - + + -
BRA5 + + - + -
BRAG6 + + - + +

(+) producdo enzimatica; (-) ndo foi detectada a producao enzimatica.

5.5.2. Producdo de enzimas por fungos endofiticos associados a Solanum

lycocarpum St. Hill.

Dentre os trinta e dois fungos endofiticos isolados de folhas de lobeira, nove

apresentaram atividade amilolitica, onze apresentaram atividade celulolitica, para atividade

pecnolitica, vinte apresentaram atividade para pectato

liase,

vinte e dois para

poligalacturonase, dezoito apresentaram atividade proteolitica, vinte e um apresentaram

atividade lipolitica e sete apresentaram atividade esterasica (Tabela 9).
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A porcentagem maior foi para producdo de poligalacturonase, com 68,75%, seguida de
lipase com 65,62% e de pectato liase com 62,5% dos isolados produzindo essas enzimas

(Figura 15).

O isolado LFO3 apresentou atividade para celulase, pectato liase, poligalacturonase,

protease, lipase e esterase, sendo assim o isolado com maior potencial de producdo de

enzimas.
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Figura 15. Atividade enzimética dos fungos endofiticos isolados de folhas de lobeira destacando

a maior

porcentagem para a producdo de poligalacturose.
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Tabela 9. Avaliacdo das atividades enzimaticas dos fungos endofiticos isolados de folhas de lobeira.

Isolado Amilase  Celulase Pectato  Poligalacturonase Protease  Lipase Esterase
liase

LFO1 - - - - - - -
LFO2 - - - + + + -
LFO3 - + + + + + +
LFO4 - - - + - + -
LFO5 - + - + - + -
LFO6 - - + + + + -
LFO7 - - + + + + -
LFO8 - - - - - + -
LFO9 - + + + + + -
LFO10 - + - + - - -
LFO11 + - - + - + -
LFO12 - - + + + + -
LFO13 - + + - + + +
LFO14 + - + - - + -
LFO15 + - - + - - -
LFO16 + + - + + . _
LFO17 + - + - - - -
LFO18 - - + + + - +
LFO19 + - - - - - -
LFO20 - - + + + - +
LFO21 - + + - - + +
LFO22 - - + + + + -
LFO23 - + + + + + -
LFO24 - - + - + + -
LFO25 - - + + + + -
LFO26 + - + + - + +
LFO27 - - + + + - -
LFO28 - + + + + + -
LFO29 + + - + - - +
LFO30 + - + - - - -
LFO31 - - + + + + -
LFO32 - + - - + + -

(+): atividade enzimatica/ (-): ndo foi detectada atividade enzimatica.

Dentre os doze fungos endofiticos isolados de ramos de S. lycocarpum, trés
apresentaram atividade amilolitica, dois apresentaram atividade celulitica, para atividade
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pectonolitica, onze apresentaram atividade para pectato liase e dez para poligalacturonase, dez
apresentaram atividade proteolitica e oito apresentaram atividade lipolitica e dois
apresentaram atividade esterasica (Tabela 10). Desta forma, 84,61% dos isolados fangicos de
ramos de lobeira apresentaram producdo da enzima pectato liase conforme apresentado na
Figura 16.

Os isolados que apresentaram melhores resultados foram LRA7 e LRAS8, que
apresentaram atividade para cinco enzimas, pectato liase, poligalactoronase, protease e lipase,

sendo que o LRA7 também apresentou atividade amilolitica e o LRA8 para celulase.
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Figura 16. Atividade enzimética dos fungos endofiticos isolados de ramos de lobeira destacando a maior
porcentagem para a produgdo de pectato liase.
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Tabela 10. Avaliacéo das atividades enzimaticas dos fungos endofiticos isolados de ramos de lobeira.

Isolado Amilase Celulase Pectato Poligalacturonase Protease Lipase Esterase
liase
LRA1 - - + + + - -
LRA2 + - + + + - -
LRA3 - + - - + + -
LRA4 - - + + - + +
LRA5 - - + + + + -
LRAG - - + + + + -
LRA7 + - + + + + -
LRAS - + + + + + -
LRA9 - - + + + + -
LRA10 - - + - - - -
LRA11 + - + + - - -
LRA12 - - + + + + +
LRA13 - - - - + - -

(+): atividade enzimatica/ (-): ndo foi detectada atividade enzimatica.

A producdo enzimatica para confirmacdo da avaliacdo sdo apresentadas nas Figuras
17,18, 19 e 20:

LFO11

Figura 17. Ensaio in vitro qualitativo de producdo de enzimas. A) Producdo de amilase. B) Produgdo de
celulase. Fonte: autor.
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LFO14 LFO22

Figura 18. Ensaio in vitro qualitativo de producdo de enzimas. A) Producdo de pectato liase. B) Producdo de
poligalacturonase. Fonte: autor

Figura 19. Ensaio in vitro qualitativo de producao de enzimas. A) Producédo de protease. B) Producdo de lipase.
Fonte: autor



Figura 20. Ensaio in vitro qualitativo de producéo de esterase

61
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho realizou o isolamento, identificagdo e avaliou o potencial
biotecnolodgico, quanto ao antagonismo de fitopatogenos, solubilizacdo de fosfato e producéo
de enzimas de interesse industrial de fungos endofiticos cultivaveis de folhas e ramos
associados a duas especies endémicas e com propriedades medicinais do Cerrado
(Stryphnodendron adstringens e Solanum lycocarpum St. Hill.).

Ha relatos da presenca de enddfitos, bactérias e fungos, em todas as plantas vasculares
e estes podem ser isolados de diferentes partes do tecido vegetal, tais como, raizes, ramos,
folhas, peciolos e sementes (ARNOLD et al., 2000; COSOVEANU; SABINA; CABRERA,
2018). Por meio do isolamento por desinfeccdo superficial de folhas e ramos de S. adstringens
e S. lycocarpum St. Hill. foi possivel isolar respectivamente, vinte e um fungos endofiticos de
barbatiméo, sendo quinze de folhas e seis de ramos e, quarenta e cinco de lobeira, sendo trinta
e dois de folhas e treze de ramos. Desta maneira, obteve-se um maior numero de isolados das
folhas em ambas as espécies vegetais em estudo. Este resultado também foi encontrado por
Mahapatra e Banerjee (2010), que reportaram maior colonizacéo fungica endofitica em folhas
do que em ramos em espécies vegetais com aplicacdo medicinal e de clima tropical. No
estudo realizado com fungos endofiticos isolados de capim citronela obtiveram maior
colonizacgdo fungica nas folhas do que no segmento de haste, resultado que corrobora com o
presente estudo (LOPES et al., 2017).

Com o isolamento de fungos endofiticos de folhas e ramos de S. adstringens foi
possivel, até o presente momento, a identificacdo molecular dos seguintes géneros: Diaporthe,
Neopestalotiopsis ~ Nigrospora,  Paraconiothrium,  Phomopsis  Pseudofusicoccum,
Schizophyllum e Xenoacremonium, ja descritos como fungos endofiticos em outros trabalhos
(COMBES et al., 2012; ZHAO et al., 2015; UZOR; OSADEBE; NWODO, 2017;
BONGIORNO et al., 2016; SHETTY et al., 2016; REDDY et al. 2016). Em um estudo
realizado por Carvalho e colaboradores (2012) de diversidade de fungos endofiticos
associados a S. adstringens mostrou que a comunidade endofitica fungica associada ao
vegetal possui alta riqueza constituida por géneros que foram isolados no presente trabalho,
como Nigrospora, Paraconiothyrium. Além disso, Diaporthe, Phomopsis e
Pseudofusicoccum foram os mais frequentes, corroborando com os dados do estudo em
questao.

Na espécie vegetal S. lycocarpum St. Hill., os géneros predominantes foram

Phomopsis sp. e Diaporthe sp., assim como em um trabalho que estudou fungos endofiticos
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associados a uma planta medicinal do Cerrado (Baccharis trimera) que teve como a especie
mais frequente Diaporthe phaseolorum (VIEIRA et al., 2014), evidenciando que o género é
comumente presente em espécies vegetais do bioma. Além disso, em um estudo de fungos
endofiticos de Dalbergia odorifera T. Chen mostrou que dentre os géneros frequentemente
mais isolados endofiticamente est4 incluso o Phomopsis (SUN et al., 2015). Estes dois
géneros, Diaporthe e Phomopsis sdo um dos endofiticos mais encontrados ramos e folhas de
angiosperma de ecossistemas tropicais (UDAYANGA et al., 2011).

Outros géneros também foram descritos na comunidade endofitica de S. lycocarpum
St. Hill., como o Colletotrichum sp., Curvalaria sp, Neurospora sp, Phlebiopsis sp e
Schizophyllum sp. Comparando com um trabalho de Vieira et al. (2008), que estudou a
diversidade de fungos endofiticos isolados de ramos e folhas de uma planta medicinal,
Solanum cernuun Vell., que corresponde a0 mesmo género da lobeira, observou-se que o
Colletotrichum sp. est& entre os géneros frequentemente isolados. Além disso, géneros como
Curvalaria sp., Phlebiopsis sp., Schizophyllum sp. também foram descritos na comunidade
fangica endofitica do vegetal.

Colletotrichum sp. apesar de ser um fitopatdgeno responsavel por ocasionar
antracnose em arvores de guarand e oliveira, pode também ser encontrado na forma endofitica
e desperta interesse por produzir o farmaco taxol utilizado no tratamento de alguns tipos de
canceres (GANGADEVI e MUTHUMARY, 2008; SIA et al., 2013). J& Curvalaria sp. é
comumente descrito como fungo endofitico (TAWFIKE; ABBOTT; YOUNG, 2018;
HUANG et al., 2018) e possui potencial antimicrobiano contra Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis e Micrococcus luteus (HORMAZABAL E PIONTELLI, 2009). Neurospora
sp. foi descrito como endofito por Sebastianes e colaboradores (2013) pertencendo a
comunidade fangica do mangue de Sdo Paulo e como produtor de camptotecina, um alcaloide
citotoxico com atividade antitumoral (REHMAN et al., 2008).

Os fungos endofiticos habitam um nicho similar ao dos fitopatdgenos e por isso
podem ser eficazes no controle bioldgico dos mesmos por meio de competicdo por nutrientes
e espaco, por produzir substancias antagénicas, por micoparasitismo ou por induzir a planta
desenvolver resisténcia (BANERJEE, 2011; CANUTO et al., 2012; ORLANDELLI et al.,
2012). Alguns géneros de fungos endofiticos sdo descritos na literatura por sua aplicacdo
efetiva no controle bioldgico, dentre eles destaca-se o Trichoderma sp. que possui atividade
inibitoria contra Phytophthora sp. (BAE et al., 2016), fitopatégeno que causa doenca na batata
e em diversas plantas e também contra Fusarium solani, que afeta produtividade de diferentes
colheitas, como por exemplo culturas de feijdo (TOGHUEO et al., 2016).
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Nos ensaios in vitro de antagonismos contra Colletotrichum sp., Fusarium oxysporum
e Lasiodiplodia subglobosa observou-se que dos vinte e um fungos endofiticos de barbatiméo
avaliados, quatro apresentaram atividade antagbnica contra o fungo Colletotrichum sp., o
isolado BFO1, BRA1, BRA2, sendo que o isolado BRA3 apresentou o maior indice de
antagonismo, com 85,36% de inibicdo do patdgeno. Contra F. oxysporum, cinco fungos
apresentaram potencial contra o fitopatogeno, o isolado BFO1, BFO9, BRA2, BRA3, sendo
que o BRAL apresentou maior indice de antagonismo 62,02%. Contra L. subglobosa, trés
isolados apresentaram atividade antagbnica BRA2, BRA3 e BRA4, que apresentou maior
indice de antagonismo com 45% de inibicdo. Os isolados BRA2, BRA3 e BRA4
correspondem ao género Pseudofusicoccum sp. e hé relato da capacidade antagdnica, uma vez
que este género apresentou atividade antifungica contra C. cladosporioides e C.
sphaerospermum (RAHME, 2018). O outro isolado que obteve atividade antagénica contra
dois fitopatdgenos foi o BFO1, que corresponde ao género Nigrospora sp., com atividade
bioldgica descrita devido a producdo metabdlitos secundarios com a¢do antifungica, como a
griseofulvina. Esse género apresentou potencial antagdnico contra 8 fungos fitopatogénicos,
dentre eles F. oxysporum e Colletotrichum orbiculare (ZHAO et al., 2012). O isolado BRAL,
que corresponde ao género Neofusicoccum sp., em um estudo realizado com fungos
endofiticos de abacate mostrou que este género como enddéfito pode trazer beneficios para
planta, protegendo-a de fatores bioticos e abidticos (SHETTY et al., 2011).

No ensaio in vitro com os fungos endofiticos de S. lycocarpum St. Hil, cinco
apresentaram atividade antagonica contra Colletotrichum sp., oito contra F. oxysporum e dois
contra L. subglobosa. O isolado fungico com maior indice de antagonismo contra
Colletotrichum sp. foi 0 LFO1 com 52%, LRA 13 contra F. oxysporum com 65,71% e LRA4
gue reduziu a area do fitopatdgeno L. subglobosa em 74,13%. Os isolados com maior indice
de antagonismo ainda serdo identificados molecularmente. Os géneros Phomopsis e
Diaporthe apresentaram potencial antagdnico contra F. oxysporum. Ambos sdo géneros
descritos na literatura com potencial antifingico, o Diaporthe sp. por apresentar atividade
antagbnica contra Phytophthora infestans, fitopatdgeno que acomete culturas de batata e
tomate, ambas espécies do género Solanum (PRADA et al., 2009) e o Phomopsis sp. que
apresentou atividade antagbnica inibindo o crescimento de Rhizoctonia solani por competicédo
por nutrientes e espaco (LAHLALI e HIJRI, 2010).

Tantos os fungos endofiticos de barbatimdo quanto os de lobeira apresentaram na sua
maioria a interacdo do tipo A, a qual inibe o crescimento do fitopatdgeno com contato

micelial. Os fungos endofiticos podem atuar contra os fitopatdégenos reduzindo o crescimento
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e o desenvolvimento dos mesmos competindo por espaco, por nutrientes e se estabelecendo
de modo que reduza o crescimento do fitopatogeno. Esse resultado também foi obtido por
Bernardi-Wenzel et al. (2012) que isolou fungos endofiticos de soja e os testou contra A.
solani, F. solani, Phomopsis sp. e R. solani e avaliando as interacdes dos endofitos com os
fitopatogenos obteve predominancia da interacdo tipo A com 64%. Os resultados obtidos no
presente trabalho mostram que os fungos endofiticos de barbatimdo e lobeira possuem
potencial para aplicacdo no controle bioldgico de fitopatdgenos sendo uma opcao para reduzir
ou até mesmo eliminar o uso de agroquimicos na agricultura.

Os micro-organismos podem ser ferramentas importantes no ciclo natural do fésforo
disponibilizando o elemento que esté insoltvel nos solos em sollvel e disponivel as plantas
(MENDES et al., 2013). Entre os géneros de fungos que sdo conhecidos por esta capacidade
destacam-se o Aspergillus e Penicillium (SILVA-FILHO et al., 2001; SILVA et al., 2010). No
presente estudo, 38,09% dos isolados fungicos de barbatimdo foram capazes de solubilizar
fosfato, ja dos fungos endofiticos de lobeira 51,11% solubilizaram fosfato. Dos isolados de
lobeira quatro apresentaram indices médios de solubilizacdo e ambos os fungos foram
isolados de ramos.

A maioria dos fungos com potencial de solubilizar fosfato s&o os de solo devido suas
caracteristicas intrinsecas de solubilidade de fosfato como adaptaces de colonizar este tipo
de ambiente (SOUCHIE et al., 2005; COUTINHO; CAVALCANTI; YANO-MELO, 2011).
Embora os micro-organismos de solo sejam potencialmente mais utilizados, os fungos
endofiticos sdo capazes de solubilizar fosfato e sdo importantes para contribuir no
crescimento vegetal e reduzir a necessidade de fertilizantes.

A producdo de enzimas € um setor importante para biotecnologia industrial uma vez
qgue esses catalisadores bioldgicos sdo capazes de acelerar processos quimicos e sao
ecologicamente vidveis (ANGELO, 2010). Embora as enzimas mais estudadas sejam as de
origem animal e vegetal, as enzimas microbianas apresentam potencial para aplicagdo
industrial, uma vez que podem ser produzidas em larga escala e sdo facilmente expressas nos
organismos (ORLANDELLI et al., 2012). O estudo do perfil enzimatico in vitro dos fungos
endofiticos de folhas de barbatim&o mostrou que estes possuem potencial para produgdo de
todas as enzimas testadas, contudo, os isolados fungicos apresentaram maior potencial para
producdo de pectinases, sendo que nove (60%) dos quinze isolados produziram pectato liase.
Os seis isolados fangicos de ramos de barbatimao apresentaram atividade para producéo de
todas as enzimas testadas exceto a esterase. Todos os endofitos (100% dos testados)

apresentaram atividade pectinolitica para poligalacturonase.
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Os fungos endofiticos associados a lobeira possuem potencial de produzir as enzimas
testadas, mas dos trinte e dois, vinte e dois (68,75%) isolados de folhas apresentaram maior
atividade para producdo de poligalacturonase. Dos treze isolados flngicos de ramos, onze
(84,61%) apresentaram producdo da enzima pectato liase.

Os fungos endofiticos tem alta habilidade de produzir enzimas liticas, como as
pectinases, celulases e lipases. Essas enzimas sdo produzidas pelos endofitos para auxiliar na
entrada dos mesmos no tecido vegetal, na obtencdo de nutrientes e sdo necessarias para 0s
fungos superarem o mecanismo de defesa do hospedeiro durante a colonizacdo. Fungos com
alta atividade lipolitica possuem alta capacidade de usar gordura como fonte de energia
(SUNITHA; DEVI; SRINIVAS, 2013; CORREA et al., 2014). Além disso, os endofitos sdo
produtores de enzimas hidroliticas como as proteases, essas sdo usadas no controle bioldgico
de fitopatogenos, pois degradam paredes celulares das suas hifas (ORLANDELLI et al.,
2012).

Em um trabalho realizado por Suryanarayanan e seus colaboradores (2003) com
fungos endofiticos isolados da floresta tropical da india (Western Ghats) relatou que o0s
isolados apresentaram atividade na producdo de amilase, celulase, pectato liase, protease
sendo que lipase foi a enzima mais produzida entre os isolados (84% dos fungos apresentaram
producdo). Cuzzi et al. (2011) avaliou o potencial dos fungos endofiticos do alecrim do
campo (Baccharis dracunculifolia) na producdo de enzimas extracelulares, os isolados
apresentaram atividade na producdo de lipase, amilase e protease. Os fungos endofiticos
associados as sementes do guaranazeiro apresentaram atividade na producdo de enzimas
extracelulares, desta forma, todos os isolados flngicos testados apresentaram atividade
pectinolitica, amilolitica e lipolitica (SILVA, 2015). Outro estudo que se assemelha aos
resultados do presente trabalho verificou os fungos endofiticos associados a plantas
medicinais, 0s quais apresentaram atividade na producéo de enzimas extracelulares, sendo que
64% dos isolados apresentaram atividade para lipase, 62% para pectinase e amilase e 32%
para celulase (SUNITHA; DEVI; SRINIVAS, 2013) mostrando que os resultados coincidem
com os do presente trabalho, uma vez que os enddfitos isolados de folhas de lobeira
apresentaram maior atividade pectinolitica (poligalacturonase) com 68,75% e atividade
lipolitica (65,62%). Além disso, a produgdo enzimatica dos fungos endofiticos é variavel e
esta relacionada com a planta hospedeira (TAN e ZOU, 2001), isso mostra que os endofitos
de plantas medicinais podem apresentar maior atividade pra estes tipos de enzimas.

Os isolados fungicos que apresentaram maior atividade na produgdo das enzimas

testadas foram Neopestalotiopsis sp. (isolado BFO4), Xenoacremonium sp. (isolado BRAS),
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Paraconiothrium sp, e Phomopsis sp.,com base nos resultados revela a producdo de enzimas
hidroliticas por fungos endofiticos tem potencial para exploracdo e aplicagdo em varios
setores industriais (ANGELO, 2010).
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos podemos concluir:

Foram isolados sessenta e seis fungos endofiticos de S. adstringens e S. lycocarpum
St. Hil., sendo quinze oriundos das folhas de barbatimao e seis de ramos e trinta e dois
das folhas de lobeira e treze de ramos.

A comunidade endofitica fingica associada ao barbatiméo é composta pelos seguintes
géneros:  Diaporthe,  Neopestalotiopsis  Nigrospora  (género  dominante),
Paraconiothrium, Phomopsis Pseudofusicoccum, Schizophyllum e Xenoacremonium.
A comunidade endofitica fungica associada a S. lycocarpum St. Hill. € composta por:
Colletotrichum sp., Curvalaria sp., Diaporthe sp., Neurospora sp., Phlebiopsis sp.,
Phomopsis sp. e Schizophyllum sp., sendo Diaporthe e Phomopsis 0S géneros
dominantes

O isolado BRA3 apresentou potencial antagbnico contra os trés fungos
fitopatogénicos.

O isolado LRA4 que apresentou potencial antagénico contra os trés fitopatdgenos.

Dos isolados flungicos de folhas e ramos associadas ao barbatimdo, 38,09%
solubilizaram fosfato inorganico.

Dos isolados fangicos de folhas e ramos de lobeira, 51,11% solubilizaram fosfato
inorganico.

Os ensaios de atividade enzimatica in vitro revelaram que os fungos endofiticos de
ambas as espécies vegetais possuem maior producdo de enzimas pécticas.

Para nosso conhecimento este € o primeiro trabalho que explora os fungos endofiticos
de S. adstringens e S. lycocarpum St. Hil no antagonismo de fitopatdgenos,
solubilizacdo de fosfato e producdo de enzimas, sendo assim, um estudo promissor,

uma vez que os enddfitos possuem potenciais para as atividades biologicas testadas.
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