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RESUMO

A palmeira tropical pupunheira (Bactris gasipaes Kunth) foi domesticada pelos
amerindios e atualmente ¢ cultivada em diversos paises. No Brasil possui interesse
agroecondmico principalmente para produgdo de palmito; além disso, o wvalor
nutricional de seu fruto ¢ bastante valorizado. Foi realizado o isolamento de
microrganismos endofiticos de fragmentos de frutos de 18 pupunheiras, em meios BDA
e PDA (polpa de pupunha-dextrose-dgar) em auséncia de luz a 18°C. A partir de
fragmentos do mesocarpo, endocarpo e améndoa foi observada a presenga dos
microrganismos endofiticos: bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Foram
identificados os seguintes taxons: Thielaviopsis paradoxa apresentou freqiiéncia de
isolamento de 36,4%, Ceratocystis paradoxa com 17,1%, Phomopsis sp. com 10,4%,
Fusarium sp. com 9,7% e Penicillium sp. com 2,0% e o maior indice de infec¢do foi
apresentado pelo mesocarpo com 47,7%. Mais de uma espécie estava colonizando
frutos de pupunha em uma mesma planta e em todas as plantas investigadas havia
endofitos. C. paradoxa apresentou especificidade pelo mesocarpo enquanto 7. paradoxa
pelo endocarpo e améndoa. Por ser o isolado mais frequente 7. paradoxa foi escolhido
para analise molecular. O DNA de 22 endoéfitos foi extraido com CTAB e nitrogénio
liquido. Um fragmento com 1600 pb foi amplificado a partir do rDNA pela técnica de
PCR. A partir da purificacdo do produto amplificado, foi obtido o sequenciamento de
parte da regido espagadora ITS1, ITS2 e gene 5,8S completos, e parte da subunidade
maior 28S. As 22 amostras foram submetidas ao GenBank e todas apresentaram maior
semelhanca com o acesso C. paradoxa (AF043607). O alinhamento realizado entre os
22 endofitos demonstrou pouca variabilidade entre eles. As amostras foram entdo
submetidas ao Programa TCS, onde os “gaps” foram considerados como um quinto
caracter, resultando na identificacdo de nove haplotipos. Dentre estes somente dois
apresentaram mais de um individuo e a maior variabilidade genética foi entre os
isolados da améndoa. Por meio do Programa PAUP 4.0, utilizando o método de
distancia p — ndo corrigida, foram obtidas uma matriz de distdncia e uma arvore

parcimoniosa pelo método agrupamento de vizinhos, com tamanho de 139 passos. A



estimativa da taxa de transi¢cdo/transversao foi de 1,2 e a propor¢cdo de bases foi de
27,9% para adenina, 21,5% para citosina, 21,5% para guanina e 29,1% para timina. A
proporgdo de sitios invariaveis foi de 0,476 ¢ o pardmetro gama foi 0,57. O Indice de
Consisténcia foi 0,897 e o de Retencdo de 0,976. A matriz demonstrou pouca
divergéncia genética entre os isolados. A topologia dos taxons foi estimada pelo
agrupamento de vizinhos, com aplicacdo de bootstrap com 1000 repeticdes. A arvore
foi enraizada a partir de dois grupos externos, ambos da espécie Chalara elegans
(AF275509 e AF275482). Trés grupos maiores foram formados, sendo que C. paradoxa
(AF043607) originou um grupo com todos os isolados de 7. paradoxa. Nao houve a
formag¢do de grupos especificos por fragmento de isolamento, entretanto, alguns
haplotipos isolados do endocarpo e améndoa foram agrupados juntos. A andlise
molecular ratificou a identificacdo realizada por meio das estruturas de reproducao de 7.

paradoxa.



ABSTRACT

The tropical palm pupunha (Bactris gasipaes Kunth) was domesticated by Amerindians
and is cultivated in several countries. In Brazil, the interest is in the agribusiness for
heart-of-palm production, although the fruits nutritional value is also interesting.
Endophytic microorganisms were isolated from fruit fragments of 18 plants using BDA
and PDA (pupunha pulp-dextrose-agar) in the absence of light at 18°C. In fragments of
mesocarp, endocarp and endosperm the presence of endophytic bacteria, yeast and
filamentous fungi was observed. The fungal isolates were identified as: Thielaviopsis
paradoxa — 36.4%, Ceratocystis paradoxa — 17.1%, Phomopsis sp. — 10.4%, Fusarium
sp. — 9.7% and Penicillium sp. — 2,0%. The infection rate was highest in the mesocarp
with 47.7%. More than one isolate was colonizing pupunha fruits in the same plant and
in all plants investigated there were endophytes. C. paradoxa showed specificity for
mesocarp while 7. paradoxa for endocarp and endosperm. 7. paradoxa was the most
frequent isolate, and was chosen for molecular analysis. The DNA from 22 endophytes
was extracted with CTAB and liquid nitrogen. A fragment with 1600 bp was amplified
from rDNA by PCR and the purified amplification product was sequenced. The 22
samples had been submitted to the GenBank and all had presented greater similarity
with access C. paradoxa (AF043607). The alignment among the 22 endophytes showed
little variability among them. The samples were submitted to the TCS program, where
gaps were considered as a fifth character, resulting in the identification of nine
haplotypes. Among these only two were found in more than one individual. The greatest
genetic variability was among the endosperm isolates. The PAUP 4.0 Program, utilizing
the distance p method — not corrected, was used to obtain a distance matrix and a
parsimonious tree by neighbor-joining, with a length of 139 steps. The estimate of the
transition/transvertion rate was 1.2, and the base proportions were 27.9% for adenine,
21.5% for cytosine, 21.5% for guanine and 29.1% for thymine. The proportion of
invariable sites was 0.476 and the parameter gamma was 0.57; CI=0.897 and RI=0.976.
There was little genetic divergence among isolates. The taxons’ topology was estimated
by neighbor-joining, using a 1000 replication bootstrap. The tree was rooted with two

outgroups, both of Chalara elegans (AF275509 e AF275482). Three major groups were



formed, with one group containing C. paradoxa (AF043607) with all 7. paradoxa
isolates. No specific groups were formed according to the fragment sampled although
some haplotypes from the endocarp and endosperm were grouped closely together. The
molecular analysis confirmed the identification of 7. paradoxa made from reproductive

structures.



Identificacdo de fungos endofiticos da pupunheira ...

1 INTRODUCAO

A pupunheira (Bactris gasipaes Kunth) ¢ uma espécie com elevado
potencial econdmico, pelo valor nutritivo dos seus frutos, que podem ser utilizados tanto
na alimentagdo humana como na animal, e principalmente, pela extracdo do palmito. A
expansao da cultura da pupunha tem ocorrido visando atender ao mercado consumidor
de palmito. Segundo Clement (1999a), estima-se que haja 8.000 ha plantados no Brasil,
com pelo menos 1.000 ha em producdo na Amazodnia, principalmente no Acre,
atingindo 10% do mercado nacional de palmito.

O ataque por patdogenos as sementes de pupunha pode impedir a sua
germinagdo (Vargas, 1993; Hernandez et al., 1999). Outro fator que ¢ importante para o
sucesso de um cultivo objetivando produgdo comercial é a escolha de fornecedor de
sementes, que deve ser idoneo, com garantia de procedéncia, pois Bovi (1998) sugeriu
que o insucesso na fase de formacao de mudas pode ser causado, dentre outros fatores, a
obten¢do de sementes e/ou mudas de ma qualidade e sem tratamento fitossanitario
adequado.

Em sementes armazenadas, Ferreira (1988) verificou o ataque por
diversos fungos, entre eles varias espécies de Fusarium. Coates-Beckford & Chung
(1987) citaram Fusarium solani como o principal responsavel pela queda da germinagao
de sementes de pupunha levadas a Jamaica, enquanto Vargas (1993) afirmou que,
normalmente, os fungos penetram na semente antes da colheita do fruto, enquanto Bovi
(1998) afirmou que essa contaminagdo acontece por ocasido do manuseio e
armazenamento inadequados.

Segundo Clement (comunicagdo pessoal, 2002), na importacdo de
sementes de pupunheira do Peru tem sido observado a presenga de fungos do género
Monilia. Tal fato originou grande preocupacdo entre os importadores baianos, pois as
sementes podem ser consideradas potencialmente como vetores de novas doengas para o
cacau (Theobroma cacao).

Os fungos patogénicos estdo entre o0s principais microrganismos

estudados pelo homem em fun¢do de sua importancia econdmica e da necessidade de se
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evitar danos em culturas agricolas. Entretanto, existem fungos que habitam
internamente tecidos vegetais sem causar danos aparentes, os quais foram denominados
de endofiticos (Petrini, 1986). Trata-se de ocorréncia assintomadtica e faz-se necessario,
para estuda-los, isola-los a partir de tecidos vegetais aparentemente sadios e cultiva-los
em laboratorio (Pereira, 1993).

Até o presente ndo ocorreu investigacdo referente a fungos endofiticos
em B. gasipaes. Por ser da Amazonia e plantada em outras regides, a incidéncia de
doengas podera ser um fator preocupante, uma vez que havera alteracdes fisioldgicas no
cultivo em decorréncia do adensamento nos plantios, bem como a possivel diminui¢ao
da variabilidade genética em func¢do do uso de clones.

Por tratar-se de uma palmeira tropical de grande potencial econémico
essa espécie foi escolhida para o estudo de sua comunidade de fungos endofiticos,
visando contribuir para a compreensao das relacdes dessa cultura com os fungos a ela
associados, bem como para confirmar a presenca de fungos no interior das sementes. no
presente trabalho foram realizados o isolamento e identificacdo de fungos endofiticos de
frutos de pupunha e os isolados mais freqiientes, Thielaviopsis paradoxa, foram
caracterizados geneticamente pela analise das regides espagadoras ITS1 e ITS2 do DNA
ribossomal, obtidas pela técnica molecular PCR e seqiienciamento, sendo verificado sua

similaridade genética.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microrganismos endofiticos

Sdo considerados microrganismos endofiticos aqueles microseres,
principalmente fungos e bactérias, que habitam no interior das plantas durante todo o
seu ciclo de vida ou somente parte dele, sem causar sintomas de doengas. A primeira
referéncia aos fungos endofiticos foi por Bary (1866, citado por Petrini, 1986), quem
considerou endofiticos os fungos que vivem no interior dos tecidos das plantas e
epifiticos os fungos que vivem sobre a superficie do seu hospedeiro.

Azevedo et al. (2002) consideraram que nao existe uma exata distin¢ao
entre as categorias de microrganismos epifiticos, endofiticos e patogénicos, havendo
sim, um gradiente com interfaces entre endofitos, epifiticos e patdgenos. Para eles, um
microrganismo epifitico pode ser eventualmente encontrado dentro de um vegetal; um
endofito, por sua vez, em certas condigdes, pode tornar-se um patéogeno; e um patogeno,
em outras condigdes, nao afeta seu hospedeiro e pode ser considerado um endofito.

O fato de nenhuma planta submetida a investigagdo deixar de apresentar
fungos endofiticos fundamentou a conclusdo de Sieber et al. (1988) de que a presenca
dos fungos endofiticos ¢ um fenémeno geral e comum. Varios relatos sobre a sua
ocorréncia vém se acumulando e confirmando sua existéncia em diversas espécies, tais
como Hordeum vulgare, Graminae (Riesen & Close, 1987), Stylosanthes guianensis,
Leguminoseae (Pereira, 1993), Citrus reticulata, Rutaceae (Glienke, 1995), Euterpe
oleracea, Palmae (Lodge et al., 1996), Scleria pterota, Cyperaceae (Costa Neto, 1997) e
Copaifera multijuga , Detarieae (Araujo, 1999).

Entretanto, a relacdo entre endofiticos e seus hospedeiros ainda ndo foi
bem definida porque a fisiologia dos endofiticos ainda nao ¢ bem conhecida. Acredita-
se que podera ter relagcdes simbiodticas, neutras ou antagonisticas (Petrini & Miiller,
1986; Carroll, 1988; Cheplick et al., 1989). Mais estudos sobre a associagao fungo-
planta possibilitara o entendimento do papel que esses microrganismos desempenham

em seus hospedeiros.
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Alguns microrganismos endofiticos possuem potencial econémico, por
exemplo, na producdo de antibidticos quando cultivados in vitro (Stierle et al., 1993),
ou no controle biologico de doengas (Stovall & Clay, 1991) e pragas vegetais (Petrini et
al., 1989). Provavelmente oferecem beneficios aos hospedeiros, como o incremento da
produtividade vegetal (Read & Camp, 1986). Na biotecnologia podem atuar como
vetores alternativos para a introducdo de genes em plantas (Murray ef al., 1992).

Por ser de ocorréncia assintomdtica, para estudar os endofitos ¢
necessario isola-los dos tecidos vegetais aparentemente sadios e cultiva-los em
laboratorio. Este isolamento ¢ relativamente facil. Apds a desinfestagdo de tecidos
vegetais, fragmentos do material vegetativo sdo transferidos para meio de cultura onde
os microrganismos endofiticos se desenvolvem. Esta técnica possibilita tanto a
estimativa da extensdo da infeccdo quanto da microbiota existente em determinado

hospedeiro.

2.1.1 Importancia do estudo dos fungos endofiticos

O conhecimento atual sobre as potencialidades de uso dos fungos
endofiticos motiva novas pesquisas. Algumas das descobertas com potencial bioldgico e

econdmico sdo:

1) interagdes que propiciam melhor desempenho das plantas (Read & Camp, 1986),
como aumento da area foliar e maior nimero de ramificagdes (Latch et al., 1984), maior
tolerancia ao ataque de insetos (Siegel et al., 1987; Clay, 1988), maior resisténcia a
doencas (White Jr. & Cole, 1985; Stovall & Clay, 1991), e tolerancia a seca (West ef al.,
1990);

2) uso como agentes no controle bioldgico de pragas e doencgas de algumas espécies
cultivadas (Azevedo et al., 2000);

3) uso como vetores alternativos para a introducdo de genes em plantas (Fahey, 1988;
Murray et al., 1992);

4) quando cultivados in vitro, podem produzir antibidticos; por isso tornaram-se alvos
na busca desses produtos e de outros metabolitos secunddrios de interesse

farmacoldgico (Fisher et al., 1984a e b; Calhoun et al., 1992; Stierle et al., 1993);
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5) uso como bioindicadores de vitalidade (Helander & Rantio-Lehtimiki, 1990).

Ha pesquisas em andamento, tais como: 1) a fisiologia dos endofiticos
para o entendimento da interacdo endodfito/hospedeiro; 2) as condigcdes em que um
endofito torna-se patogénico (Sieber et al., 1988); e 3) a influéncia dos endofitos na
sobrevivéncia, reprodugdo ou crescimento de plantas infectadas (Rice et al., 1990).
Essas linhas de pesquisas ainda ndo foram iniciadas com endoéfitos isolados de
hospedeiros tropicais.

A compreensdo do papel que esses microrganismos desempenham em
seus hospedeiros ¢ de fundamental importancia. Tal conhecimento serd adquirido a
partir de pesquisas direcionadas a associa¢do fungo-planta. Ainda ha muito a aprender
sobre os aspectos ecologicos, genéticos e fisiologicos dessa associacdo, o que justifica

também o estudo de novos hospedeiros, especialmente no trépico umido.

2.1.2 Isolamento de fungos endofiticos

Para o isolamento dos fungos endofiticos, por serem assintomaticos, ¢
necessaria a elimina¢do dos microrganismos existentes na superficie do hospedeiro, os
chamados epifiticos. Assim, realiza-se uma desinfestagcdo. O processo de desinfestagdo
varia de hospedeiro para hospedeiro, dependendo basicamente da espessura da cuticula
e epiderme dos tecidos (Pereira, 1993).

Técnicas eficazes para a desinfestagdo foram relatadas por Petrini (1986),
apresentando diferentes condi¢cdes para a desinfestacio de liquens, briofitas,
pteridofitas, gimnospermas, monocotiledoneas e dicotiledoneas, com variagdes do
tempo de exposi¢do e concentracdo de hipoclorito de sodio (NaOCI). Schulz et al.
(1993) também verificaram a eficacia de vérios métodos de desinfestagao visando o
isolamento de endofiticos de plantas herbaceas e arbustos.

Os fungos endofiticos sao observados pelo crescimento de colonias em
meio de cultura a partir de fragmentos das plantas, cujas superficies foram previamente
desinfestadas (Carroll & Carroll, 1978; Petrini et al., 1982; Fisher & Petrini, 1990;
Pereira et al., 1993). O tempo de incubagdo para o crescimento dos fungos depende do
material vegetativo utilizado. Usualmente, o tempo de incubagdo para isolamento a

partir de fragmentos de folhas ¢ de trés a sete dias, podendo chegar a 14 dias. Outra
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variante importante ¢ a temperatura de incubag¢ao. Guimaraes (1998) concluiu que a
temperatura de 18°C foi melhor quando comparada a 28°C, porque alguns endofiticos
apresentam crescimento miceliano mais lento e podem crescer sobrepostos aos de
crescimento mais rapido, ou mesmo, nem germinar.

O processo mais utilizado para isolamento de microrganismos
endofiticos ¢ a desinfestacdo de tecidos e 6rgdos vegetais. Outras técnicas também ja
foram utilizadas, tais como: técnicas de coloragdo e microscopia 6tica (White Jr. &
Cole, 1985; Wilson et al., 1991; White Jr. et al., 1993); testes bioldgicos com afidios
(Clement et al., 1990; Wilson et al., 1991); métodos soroldgicos e técnicas de bioensaio

(Sinclair, 1991); e o emprego de microscopia eletronica de varredura e de transmissao

(Viret & Petrini, 1994).

2.1.3 Ocorréncia de fungos endofiticos

Mais de 300 espécies de plantas ja foram relatadas como hospedeiras
assintomaticas de fungos, destacando-se as gramineas e as coniferas das zonas
temperadas. Os endofiticos isolados foram, com poucas excecdes, Ascomicetos,
incluindo Loculoascomicetos, Discomicetos e Pirenomicetos (Carroll, 1988).

Por meio de anélises de DNA de isolados de Apiognomonia errabunda,
Héammerli et al. (1992) verificaram que numa folha do hospedeiro havia mais de uma
espécie de endofito colonizando-a. Merece destaque o fato de ocorrer predominancia de
uma ou de poucas espécies de fungos em determinados hospedeiros, evidenciando a
reduzida variabilidade na biota micotica endofitica. Porém, a composi¢ao das espécies
pode variar de acordo com o hospedeiro, distribuicdo geografica, idade das plantas,
condicdes ecoldgicas e sazonais, incluindo altitude e precipitagdo (Carroll & Carroll,
1978; Carroll, 1988; Wilson et al., 1991; Agostini et al., 1992).

Fungos endofiticos foram isolados em espécies tropicais (Petrini &
Dreyfuss, 1981; Rodrigues & Samuels, 1990; Fisher et al., 1992; Rodrigues, 1992;
Lodge et al., 1996; Maricaua, 1997; Silva, 1998), em forrageiras (Siegel et al., 1987,
Clay, 1988; Bacon, 1995), em plantas medicinais (Melo & Pereira, 1997; Aratjo, 1999)
e em planta invasora, S. pterota (Costa Neto, 1997). Em cultivos agricolas de interesse

econdmico também ocorrem endofiticos: Triticum sp. (White Jr & Cole, 1985), H.
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vulgare (Riesen & Close, 1987), Oryza sativa (Fisher & Petrini, 1992), C. reticulata
(Glienke, 1995), Musa sp. (Pereira, 1993), S. guianensis (Pereira, 1993), Zea mays
(Pamphile, 1997), Paullinia cupana (Guimardes, 1998), Theobroma grandiflorum
(Silva, 1998) e Euterpe oleracea (Rodrigues, 1992).

A primeira ocorréncia de endéfitos em palmeiras foi citada por
Rodrigues & Samuels (1990). Observaram tal fato a partir de folhas ndo expandidas e
abertas de Licuala ramsayi, uma palmeira tropical australiana. Foram isolados Fusarium
cf. aquaeductuum, F. solani, Geniculosporium serpens, Xylaria cubensis, Phomopsis
sp., Stagonospora sp., Nodulisporium sp., Pestalotiopsis sp. € uma nova espécie foi
encontrada, I/driella licualae. Foi sugerido que a ocorréncia de endéfitos nas folhas ndo
expandidas pode ser devida a transmissao através de sementes.

A presenga de endofitos na regido Amazonica brasileira foi diagnosticada
primeiro por Rodrigues (1991), quando estudou folhas do hospedeiro agaizeiro (Euterpe
oleracea), situado na ilha Combu, proximo a Belém, Estado do Para. Houve destaque
para membros da familia Xylariaceae, os quais apresentaram a maior freqiiéncia de
colonizacdo dentro das folhas, e o género Letendraea, correspondeu a segunda maior
freqii€éncia. Com menor incidéncia foram identificados os géneros Phomopsis,
Colletotrichum, Idriella, Thozetella, Phoma, Fusarium, Pestalotiopsis, Acremonium,
Dendrodochium, Leiosphaerella, Curvularia e Ramichloridium.

Rodrigues (1991) descreveu Letendraea, como um novo género
endofitico. Posteriormente reclassificado por Rodrigues & Samuels (1994) como
Letendraeopsis palmarum. Rodrigues & Samuels (1992) também identificaram trés
novas espécies do género Idriella isoladas do hospedeiro E. oleracea, na ilha Combu,

proximo a Belém, 1. euterpes, I. asaicola e 1. amazonica.

2.1.4 Relacoes entre endofitos/hospedeiro

Fungos endofiticos ndo induzem sintomas de doencas, entretanto,
mantém os mecanismos bioquimicos e genéticos requeridos para a infeccdo e a
colonizacdo de plantas hospedeiras (Rodrigues & Redman, 1997). Esses mesmos
autores citaram quatro classes de fungos endofiticos baseados em seus comportamentos

dentro do tecido vegetal: 1) Crescem ativamente dentro do tecido hospedeiro, resultando
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em extensa colonizagdo; 2) Crescem ativamente dentro do hospedeiro, colonizando
apenas areas limitadas do tecido vegetal; 3) Crescem pouco dentro do hospedeiro, em
funcdo de reacdo deste, ficando quiescente até a senescéncia do hospedeiro e 4)
Crescem pouco dentro do hospedeiro, mas permanecem metabolicamente ativos.

Clay (1987) observou em Festuca arundinaceae que a porcentagem de
sementes granadas infectadas por endofiticos foi o dobro quando comparada aquelas
ndo infectadas e que houve também aumento na producdo de biomassa. O autor
associou tal fato a concentragdo de hifas em regides meristematicas de seus hospedeiros,
que poderiam estar facilitando a regulagdo hormonal da divisao celular e diferenciacao
dos tecidos.

Segundo Johnson et al. (1985), Festuca sp. infectada e ndo infectada por
endofiticos eram discriminadas por muitos insetos. Duas espécies de afideos ndo
conseguiram sobreviver em Festuca sp. quando infectada por endofiticos. Tal
comportamento foi observado também por Carroll & Carroll (1978), que sugeriram
serem os fungos endofiticos os responsaveis por conferir resisténcia a herbivoria. Breen
(1992) destacou que a forrageira Lolium perenne, quando infectada pelo endoéfito
Acremonium, apresentou resisténcia a Schizaphis graminum (Homoptera: Aphididae).
Segundo Rodrigues & Dias-Filho (1996), tal resisténcia a herbivoria esté relacionada a
diminui¢do da palatabilidade dos hospedeiros, pois ocorre a producdo de toxinas pelo
fungo, de forma que os predadores passassem a evita-los.

Clark et al. (1989) isolaram de coniferas os endofiticos Phyllosticta sp. e
Hormonema dematioides, e observaram a producdo de metabolitos com efeito
citotoxico para células HeLa e células da larva parasita desses pinheiros. Azevedo et al.
(2000) citaram que o fungo Trichoderma tem sido utilizado com sucesso para o controle
bioldgico do fungo Crinipellis perniciosa, agente causal da vassoura de bruxa na cultura
do cacau (7. cacao).

O processo de penetragdo do endofito Discula umbrinela isolado de
Fagus sylvatica foi descrito por Viret & Petrini (1994). O fungo forma apressorio e
degrada a cuticula e células da epiderme do hospedeiro. Ap6s um periodo de laténcia de

alguns dias, o endofito coloniza o espago intercelular, depois o intracelular, podendo
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ocorrer a formagdao de haustérios, o que conduz a morte prematura das células
infectadas.

A relacdo existente entre hospedeiros e endofitos pode ser simbiodtica,
mutualistica ou neutra. Os resultados observados por Leuchtmann et al. (1992)
compararam o polimorfismo enzimatico de seis espécies de fungos do género
Phyllosticta com os padrdes enzimaticos de seus hospedeiros e observaram que os
padrdes enzimaticos de ambos relacionavam-se.

Hallmann & Sikora (1996) isolaram Fusarium oxysporum, um endofito
ndo patogénico, de raizes de Lycopersicum esculentum, que produzia metabolitos
inibidores do crescimento do nematdide parasita Meloidogyne incognita. Também
destacaram que F. oxysporum era o isolado mais frequente de plantas de tomate.

Marshall et al. (1999) observaram a transmissao dos fungos endofiticos
Neotyphodium sp. € Acremonium sp. em 10 espécies de Triticum durante duas geracdes.
Foram analisadas sementes com e sem a presen¢a de endodfitos. Neotyphodium foi
transmitido com freqiiéncia de 100% as plantas descendentes, enquanto Acremonium
ndo foi transmitido para todas as progénies das plantas que originalmente hospedavam
esse endofito.

Strobel & Long (1998) isolaram Phoma sp. como endoéfito do hospedeiro
Taxus wallachiana e verificaram que esse isolado produzia um composto antibacteriano
chamado altersolanol. Tal fato sugere que este endofito protege a planta hospedeira
contra bactérias patogénicas.

O taxol ¢ um diterpendide extraido de Taxus brevifolia, com efeito anti-
tumoral no seio e ovario humano; essa planta possui crescimento lento e baixa produ¢do
de taxol. Stierle et al. (1993) isolaram do floema desse hospedeiro o fungo endofitico
Taxomyces andreanae, que, quando cultivado em meio semi-sintético, produz taxol e
outros metabdlitos. Portanto, tal endofito constitui-se em fonte alternativa para a
producdo desse farmaco e também contribui para evitar desequilibrio ecoldgico em
funcdo da derrubada de T. brevifolia. Para Azevedo (1998), este fato sugere a
possibilidade de uma transposicdo de genes entre fungos e plantas, indicando uma

engenharia genética in vivo.
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2.1.5 Especificidade dos endofiticos pelo hospedeiro

O estabelecimento da especificidade de um endoéfito, por determinado
hospedeiro ou mesmo por tecido do hospedeiro, pode ser verificada considerando-se
alguns aspectos. Segundo Pamphile (1997) devem ser realizadas investigacdes
ecologicas das comunidades de endofiticos pelo isolamento e trabalho de censo,
medidas diretas dos esporos e outros estudos morfoldgicos, eletroforese de isoenzimas
e, mais recentemente, analises de DNA, como também experimentos de germinagao.

Um padrao de dominancia de espécies foi verificado por Petrini et al.
(1982), pois um fungo isolado com maior freqiiéncia em um hospedeiro, em outro, pode
ser menos frequente. Estes menos frequentes parecem ser também menos especificos,
pois sdo isolados num amplo espectro de hospedeiros. Sieber et al. (1991) também
levantaram a hipdtese de que cada espécie vegetal desenvolve uma comunidade
endofitica altamente especifica.

Um aparente padrao de domindncia por somente um ou poucos taxons de
fungos pode ser observado nas espécies de plantas investigadas. Como exemplo,
Lophodermium piceae (Fuckel) Hohn. foi o endofitico mais frequente de Picea abies
Karst. (Sieber, 1988), enquanto em Abies balsamea (L.) Mill foi Phyllosticta
multicorniculata (Petrini et al., 1989). White Jr. & Cole (1985) consideraram um fator
importante na distribuicdo dos endofiticos a sua especificidade pelo hospedeiro, ja que
uma alta proporcao de hospedeiros de géneros diferentes pode levar a uma baixa taxa de
infeccdo, principalmente quando associada a altitudes elevadas.

Existem espécies de fungos que apresentam especificidade por um
género ou familia de determinado hospedeiro. O fungo Chloroscypha chloromela foi
observado somente em Sequoia sempervirens (Stone, 1986) e Phyllosticta pyrolae e P.
vaccinii sdo espécies restritas a hospedeiros das Ericales (Petrini, 1986). Petrini &
Fisher (1988) observaram que Pinus sylvestris e Fagus sylvatica, crescendo no mesmo
local, apresentaram comunidades distintas de fungos endofiticos.

A situagdo mais frequente ¢ encontrar o mesmo endofitico num grande
espectro de hospedeiros. Pereira (1993) citou os fungos Colletotrichum sp. e Xylaria sp.
como endoéfitos comuns em hospedeiros tropicais sem um padrao de dominancia. Como

endofitos de ocorréncia em hospedeiros pertencentes a diferentes familias de plantas, ou
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seja, endofitos ubiquos, Petrini (1986) registrou os géneros Geniculosporium,
Phyllosticta, Phomopsis e Cryptocline, enquanto Carroll (1988) citou Cryptosporiopsis
e Leptostroma.

Fisher & Petrini (1990) estudaram a especificidade entre os tecidos do
hospedeiro e seus endofiticos. Isolaram Melanconum apiocarpum e Cryptosporiopsis
sp. somente da casca de Alnus glutinosa, € nenhum endofitico do xilema.

Carroll (1988) relatou um dos poucos casos de estreita especificidade
entre endofitico e hospedeiro. O fungo Rhabdocline parkeri foi encontrado somente no
pinheiro de Douglas (Pseudotsugae menziesii, Pinaceae) ¢ em nenhuma outra conifera
simpatrica no Noroeste dos EUA.

Rodrigues (1991) observou especificidade entre endofitos de E. oleracea.
Isolou Anthostomella sp. e Xylaria telfairii apenas da regido situada entre os vasos
condutores, enquanto X. adscendens e X. allantoidea ocorreram somente na nervura

central das folhas investigadas.

2.1.6 Taxonomia de fungos endofiticos

A identificagdo dos fungos endofiticos a partir da morfologia apresentada
pelo crescimento miceliano sobre meio de cultura ndo ¢ suficiente; ¢ necessaria uma
analise minuciosa dos aspectos morfologicos das estruturas reprodutivas,
principalmente sexuais. Segundo Petrini (1986), a identificagdo dos fungos endofiticos
torna-se muito dificil dada a escassez de informagdes sobre o cultivo de espécies ja
descritas e também do microhabitat caracteristico de cada tecido vegetal.

Ja foram descritos Basidiomicetos, Deuteromicetos e Oomicetos.
Entretanto, a maioria dos fungos endofiticos ¢ representada por Ascomicetos, os quais
estdo distribuidos entre Loculoascomicetos, Discomicetos e Pirenomicetos (Petrini,
1986). O mesmo autor sugere que o uso de meios de cultura inespecificos, em parte,
pode ser o motivo da menor freqiiéncia de Basidiomicetos.

Thielaviopsis ¢ um género de fungo saprofita responsavel pela podridao
preta de raizes em diversos hospedeiros: vegetais, herbaceas ornamentais e culturas
agricolas ( , 2002). T. paradoxa foi identificado como patdégeno nas culturas

Plumeria sp. e Saccharum officinarum (Gonsalves & Ferreira, 2002b) e estd
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classificado na divisdo eumicota, subdivisdo deuteromicotina, classe hifomicetes e
ordem hifales (moniliales). Segundo Paulin-Mahady et al. (2002) o género Thielaviopsis
¢ baseado em T. ethacetia Went (nag Raj and Kendrick 1975, Went 1893), o qual depois
foi reconhecido como sinonimo de 7. paradoxa (de Seynes) Hohn, anamorfo de
Ceratocystis paradoxa (Dade) Moreau.

Ceratocystis ¢ um género que apresenta varias espécies citadas como
patogénicas em diversos hospedeiros. Segundo Kile (1993) citado por Witthuhn et al.
(1998) existem espécies patogénicas para arvores frutiferas e florestais, Hypomea batata
e Hevea spp. C. paradoxa ¢ patdogeno nos hospedeiros Cocos nucifera, Musa
acuminata, A. comosus, S. officinarum, Hemerocallis fulva, Hemerocallis sp. e
Plumeria sp. Esse género estd classificado na divisdo eumicota, subdivisdo
ascomicotina, classe pirenomicetes e ordem esfaeriales (Gonsalves & Ferreira, 2002a).

A identificagdo de espécies de Ceratocystis torna-se dificil porque alguns
grupos separados por substratos mostram pouca ou nenhuma variagdo em sua
morfologia (Harrington & McNew, 1998), entretanto, Witthuhn ez a/. (1998) analisando
seqiiéncias espagadoras ITS de DNA, identificaram sete espécies de Ceratocystis
isoladas de coniferas. Segundo Paulin-Mahady et al. (2002) Ceratocystis sensu stricto &

um género monofilético e disperso por insetos.

2.2 Técnicas para caracterizacio molecular de fungos

As técnicas classicas utilizadas para a caracterizagdo de fenotipos, tais
como as caracteristicas morfologicas ou bioquimicas, principalmente por auxotrofia,
apresentam restri¢gdes nos estudos populacionais e muitas vezes de sistematica quando
se objetiva a andlise da variabilidade genética em microrganismos. A analise de
proteinas, por meio da eletroforese de isoenzimas que detecta diferentes alelos dos
genes, dada a diferenca de mobilidade eletroforética, tem sido utilizada com sucesso no
estudo da variabilidade genética de populagdes (Leuchtmann ef al., 1992; Leuchtmann,
1994; Zervakis et al., 1994).

Marcadores moleculares de DNA (acido desoxirribonucléico) tém sido
utilizados com sucesso para identificar espécies de fungos ou linhagens intraespecificas

e formagdo de racas (Metzenberg, 1991). As técnicas baseadas nestes marcadores
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representam diretamente a variacdo genética, ndo estando sujeitas as influéncias do
ambiente, nem sofrendo variacdes em funcdo do estigio de desenvolvimento do

organismo ou do tipo de tecido utilizado (Puterka et al., 1993).

2.2.1 A tecnologia da PCR

A tecnologia da reagdo em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase
Chain Reaction) foi desenvolvida por Kary Mullis em meados da década 80 (Ferreira e
Grattapaglia, 1998). Essa técnica consiste na amplificacdo in vitro de determinada
seqiéncia de DNA. Sao necessarios a enzima DNA polimerase, cofatores,
desoxirribonucleotideos trifosfatados (dNTPs), tampdes apropriados, um par de
oligonucleotideos (primers) de seqiiéncia alvo conhecida e 0 DNA molde. Esse sistema
¢ colocado sob condigdes controladas para diversos ciclos de amplificagdo em
termociclador programado (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Um ciclo de PCR envolve trés etapas: desnaturagdo, anelamento e
extensdo. A fita dupla do DNA alvo ¢ desnaturada por elevacdo da temperatura para 92
a 95°C. Na etapa de anelamento, a temperatura ¢ rapidamente reduzida para 35 a 60°C,
dependendo essencialmente do tamanho e seqii€éncia do primer utilizado, permitindo a
hibridizacdo DNA-DNA de cada “primer” com as seqiiéncias complementares que
flanqueiam a regido alvo. Em seguida, a temperatura ¢ elevada para 72°C para que a
enzima DNA polimerase realize a extensdo a partir de cada terminal 3’ dos primers.
Esta extensdo envolve a adi¢do de nucleotideos utilizando como molde a seqiiéncia-
alvo, de maneira que uma copia desta seqiliéncia ¢ feita no processo. Uma vez que a
quantidade de DNA da seqiiéncia-alvo dobra a cada ciclo, a amplificagdo segue uma
progressdo geométrica de maneira que, depois de apenas 20 ciclos, ¢ produzido mais de
um milhdo de vezes a quantidade inicial da seqiiéncia-alvo (Ferreira & Grattapaglia,
1998).

A completa automatizacdo e expansdo da técnica de PCR ocorreram a
partir do isolamento, por Saiki et al. (1988), da enzima Taq DNA-polimerase produzida
pela bactéria Thermus aquaticus, que vive em fontes térmicas e apresenta atividade
polimerasica a 72°C, conservando a atividade por algumas horas a 95°C. Outra enzima

termoestavel disponivel para PCR ¢é a Vent DNA-polimerase que ¢ isolada de
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Thermococcus litoralis. Com a utilizacdo dessas enzimas tornou-se desnecessario
acrescentar uma nova quantidade de enzima a cada ciclo (White ef al., 1989).

A possibilidade de gerar grandes quantidades de DNA, de segmentos
especificos do genoma, proporcionada por essa técnica, foi um dos aspectos
fundamentais da revolu¢ao por ela causada. As seqiiéncias amplificadas podem ser
visualizadas diretamente na forma de uma banda num gel de agarose, sob luz
ultravioleta, obtida por eletroforese, e corada com brometo de etidio. A grande limita¢ao
dessa técnica ¢ a necessidade do conhecimento prévio das seqiiéncias de nucleotideos
que flanqueiam a seqiiéncia de DNA de interesse e¢ para tal, faz-se necessdria a

clonagem e o sequenciamento da regido (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

2.2.2 Aplicacoes da técnica de PCR

A técnica de polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricao
(RFLP — Restriction Fragment Lenght Polymorphism) associada a de PCR foi utilizada
para demonstrar a rela¢do filogenética entre 11 espécies do género Ceratocystis. O
resultado obtido apds a amplificacdo de um fragmento de 1600 pares de bases do DNA
ribossomal foi uma arvore de parciménia com 288 passos produzida a partir de parte da
seqliéncia do DNA da subunidade maior do rRNA. Ceratocystis fimbriata ¢ C.
albofundus apresentaram valor de bootstrap de 100% e outro clado de 95% agrupou as
outras nove espécies de Ceratocystis em subgrupos (Witthuhn et al., 1999).

Analisando as seqiiéncias espacadoras ITS1 e ITS2 e parte da subunidade
maior do rDNA, quatro espécies anamorfas de Chalara foram agrupadas como
monofiléticas junto ao género teleomorfo Ceratocystis (Paulin-Mahady et al., 2002).
Esses autores realizaram uma reclassificacdo taxondmica para essas espécies,
transferindo-as para o género anamorfo Thielaviopsis, pois formam aleurioconidio
tipico desse género. A classificagdao anterior tinha sido questionada desde a descoberta
por Paulin & Harrington (2000) de Chalara como sendo polifilético. Tal afirmagao foi
encontrada pela analise molecular usando seqiiéncias de parte da subunidade menor e da
subunidade maior do rDNA.

Wingfield et al. (1994) analisaram a seqiiéncia nucleotidica de uma

regido da subunidade 18S e duas regides da subunidade 28S do rRNA de nove espécies
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do género Ceratocystis. Foram observadas substituicdes multiplas nos sitios
nucleotidicos e houve baixa taxa de transicdo/transversdo. Tais resultados sugerem que
as espécies estdo bem estabelecidas, sendo portanto, espécies antigas. A andlise da
morfologia dos ascésporos, para a maioria das espécies, ndo foi congruente com a
filogenia molecular. Tal fato sugere que a taxonomia baseada em caracteristicas
morfolégicas dos ascosporos pode conferir resultados enganosos. Witthuhn ef al. (1998)
confirmaram a possibilidade da utilizacao de seqiiéncias do rRNA para distinguir tdxons
de Ceratocystis.

Guo et al. (2001) sequenciaram fragmentos amplificados, com
iniciadores universal e especifico para fungo, do gene 5,8S e das regides espagadoras
ITS1 e ITS2 do rDNA a partir de DNA total extraido de tecidos congelados da palmeira
Livistona chinensis. Andlises filogenéticas com maxima parcimonia, teste de bootstrap
e consulta ao GenBank (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD,
EUA) e EMBL (European Molecular Biology Laboratory, Heidelberg, Alemanha) a
partir dessas seqiiéncias, indicaram que seis seqiiéncias clonadas pertenciam a origens

diferentes, sendo cinco de fungos e uma de planta.

2.3 Genes ribossomais

Para as andlises de seqilienciamento, dos genes mais utilizados na andlise
filogenética dos fungos, sdo os genes ribossomais. Os genes rRNA (4cido ribonucléico
ribossomal) sdo uma familia de genes repetitivos que sdo organizados em duas unidades
transcritas distintas, ambas codificando espécies de RNA (rRNA) que formam o
ribossomo. Primeiramente, os genes 18S (subunidade menor), 5,8S e 28S (subunidade
maior) formam um cistron que ¢ repetido diversas vezes em varios eucariotos (Long &
Dawid, 1980). Os cistrons sdo organizados em uma cauda com cabeca de forma
repetitiva com regioes espagadoras internas (ITS) separando os genes em unidades e um
espago intergénico (IGS) separando as unidades adjacentes. Essas unidades repetitivas,
incluindo os espagos intergénicos, sdo chamadas de DNA ribossomal, e podem existir
diversos arranjos por genoma (Ganley & Scott, 2002).

Outra unidade de rRNA transcrita ¢ composta de genes 5S, os quais

possuem aproximadamente 120 pares de bases. Esses genes sdo repetidos também, mas
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suas organizagdes repetitivas sao mais diversificadas do que aquelas do rDNA. Em
fungos, os genes 5S sdo as vezes incluidos dentro de unidades repetidas de rDNA ou
encontradas dispersas, como copias individuais (Ganley & Scott, 2002).

Seqiiéncias do acido nucléico de subunidades de rRNA tém provado
serem uteis para inferir arvores filogenéticas em diversos taxons de fungos (Bruns &
Szaro, 1992), por serem ortdlogos entre todos os organismos, € também por que rRNAs
ndo passam por transferéncia entre espécies, como fazem algumas seqiiéncias
nucleotidicas (Sogin, 1991 citado por Wingfield et al., 1994). Por isso, rRNA ¢

freqiientemente usado para inferir filogenias de tdxons distantes e/ou proximos.

2.4 O hospedeiro Bactris gasipaes Kunth

A pupunheira (Bactris gasipaes Kunth) pertence a familia Palmae
(Arecaceae) e ¢ uma palmeira que foi domesticada pelos amerindios e disseminada pela
Bacia Amazonica, regido noroeste andina e América Central (Mora-Urpi, 1993;
Clement (1995a) citado por Mora-Urpi et al., 1997). O seu cultivo ¢ comum em quintais
e pequenos pomares na Amazdnia. No Brasil, também ¢ encontrada nos seguintes
Estados: Bahia, Espirito Santo, Mato Grosso do Sul, Pernambuco, Rio de Janeiro e Sao
Paulo.

E uma palmeira cespitosa (multicaule), podendo atingir 20 m ou mais de
altura. O diametro do caule pode variar de 15 a 30 cm. O 4pice do estipe sustenta uma
coroa de 15 a 25 folhas pinadas, com os foliolos inseridos em diferentes angulos. O
palmito ¢ formado pelas folhas tenras nao-expandidas, localizadas no centro da coroa. A
inflorescéncia monodica aparece nas axilas das folhas senescentes. Apos a polinizagao,
os cachos podem conter entre 50 a 1000 frutos e pesar de 1 a 25 kg (Clement, 1999a).

O fruto ¢ uma drupa que pode medir de 3 a 7 cm de diametro (Clement,
1999b) e individualmente pesam de 10 a 250 g (Clement, 1999a). Possui forma ovalar
ou globular, apresentando os elementos do calice aderidos a sua base aplainada e com o
apice marcado pelo pericarpo delgado (Camacho & Soria, 1970). Apresenta epicarpo
com coloracdo verde quando imaturo e com cores variadas quando maduro, podendo ser
amarela, vermelha e intermediaria; seu mesocarpo pode apresentar-se desde bastante

oleoso até amilaceo, com caracteristica farinacea, textura firme e coloracao
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amarelo-alaranjado (Bohorquez & Ycaza, 1988; Cavalcante, 1991), com um endocarpo
envolvendo um endosperma fibroso e oleoso (Clement, 1999a).

O periodo de florescimento da pupunha, na Amazdnia central, ocorre
entre agosto e outubro, e o principal periodo de coleta entre dezembro e margo.
Entretanto, podera ocorrer um periodo de menor florescimento durante maio-junho, com

frutificacdo em agosto-setembro, em anos e solos favoraveis (Clement, 1999a).

2.4.1 Usos e potencial econdomico

A pupunha apresenta-se como alternativa viavel e versatil para nossa
populagdo. Encontrada em muitos quintais, pode ser utilizada como um componente
paisagistico. Clement (1987) relata que a pupunha ¢ um alimento quase completo, por
apresentar razoavel quantidade de proteina, 6leo, caroteno (pro-vitamina A) e amido.
Bohorquez & Ycaza (1988) destacaram o valor energético do fruto da pupunha por
apresentar uma proporcao de 8,5% de agucar e uma elevada taxa de gordura, assim
sendo, possui um notavel valor caldrico, além de conter célcio, ferro e vitaminas. Tracy
(1985) e Fernandez-Piedra et al. (1995) citaram a presenga de sete aminodcidos
essenciais em frutos de pupunha, em quantidades pequenas.

A pupunha apresenta mesocarpo com textura variavel, o qual ¢
determinado pela quantidade de 4agua, amido, fibra e oOleo (Clement, 1999a).
Tradicionalmente os frutos da pupunha sdo consumidos apds cozimento em agua com
sal durante 30 a 60 minutos para melhorar o sabor e eliminar cristais de oxalato de
calcio, que irritam a boca (Arkcoll & Aguiar (1984) citado por Clement, 1999a), e um
inibidor de tripisina (Murillo et al. (1983) citado por Clement, 1999a). Depois de
descascados, partidos pelo comprimento e a semente extraida sdo prontos para o
consumo. Podem ser saboreados puros e/ou acompanhado de café ou usados na
fabricag¢do de pudim e sorvete. Os frutos amidosos podem ser servidos com maionese ou
outros molhos, fritos ou assados etc. Kerr et al. (1997) apresentaram mais de 60 receitas
de pratos feitos com pupunha. Oliveira (2000) confirmou a viabilidade de frutos da
pupunha na obtengdo de bebidas alcoolicas por fermentagdo dirigida. A bebida
apresentou teor alcoolico ideal, cor caracteristica do fruto, sabor e aroma agradaveis, e

bom nivel de aceitacao.
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Atualmente, o maior interesse nessa cultura ¢ a producdo de palmito
(Mora-Urpi et al., 1997), o qual tem despertado interesse como agronegocio rentavel
(Bovi, 1997). Clement (1999a) afirmou que o palmito extraido da pupunha ¢ melhor que
o de agai (E. oleracea e E. precatoria), além disso, permite um melhor controle de
qualidade no produto final, contribuindo assim, para abrir um amplo mercado para a

pupunha no Brasil.

2.4.2 Doencas da pupunheira

A pupunha ¢ uma espécie verdadeiramente domesticada (Clement (1992)
citado por Clement, 1999a). O potencial para producao de palmito tem incrementado o
seu cultivo e Clement (1999a) alertou que estara livre de doencas em seu novo ambiente
por uma ou duas décadas. Apoés isto estard suscetivel a ataques, pois, o fruto € substrato
ideal e até as folhas oferecem bom substrato para fungos e bactérias.

Pesquisas ja realizadas identificaram diversos fungos causando doencgas
em pupunheira. Afetando diversos orgaos, tais como, raiz, folhas, frutos e sementes,
com ocorréncias em varios estaddios, variando de ataques em sementes até a fase de
produgdo de frutos. O ataque em sementes € preocupante, pois varios produtores as vém
importando para o cultivo no Brasil.

Hernéndez et al. (1999) relataram que Fusarium e Thielaviopsis atacam
raizes de pupunheira, causando problemas no crescimento, bem como diminuindo o
rendimento e a qualidade do palmito. O fungo Phytophthora palmivora e a bactéria
Erwinia chrysanthemi sao responsaveis por doengas no caule, comprometendo o
palmito. Thielaviopsis paradoxa foi observado por Pizzinatto et al. (1996) causando
podridao basal em pupunheira.

Stein et al. (1996) isolaram o fungo Curvularia sp. causando severa
doencga foliar em pupunheiras, em viveiros da regido de Bragantina (Pard, Brasil). Em
campos de produ¢do de palmito em Manaus, Véras ef al. (2000) constataram a presenca
de Colletotrichum gloeosporioides, Curvularia eragrostides, Pestalotiopsis spp.,
Fusarium spp., Macrophoma spp., Geotrichum sp., Phomopsis sp. € Lasiodiplodia sp.
causando lesdes necroticas nas folhas, de diferentes formas e tamanhos (Véras &

Yuyama, 2000). Hernandez et al. (1999) citaram Pestalotiopsis sp., Mycosphaerella sp.,
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Colletotrichum sp., Dreschlera incurvata e Fusarium moniliforme. Colletotrichum sp. e
Capnodium sp. foram citados por Pava et al. (1993), na Colombia. Pizzinatto et al.
(1996) realizaram a identificacdo de agentes patogénicos em material procedente de
varios municipios do Estado de Sado Paulo e identificaram Colletotrichum
gloeosporioides, Bipolaris sp., Alternaria sp. € Cercospora sp. causando manchas
foliares.

Pava et al. (1993) encontraram Thielaviopsis sp. causando severos danos
em frutos de pupunha, na Colombia. Mota et al. (1992) avaliaram o efeito do
ensacamento de cachos de pupunha na redugdo da incidéncia de fungos, em Manaus.
Foram detectados os fungos Thielaviopsis paradoxa, Colletotrichum gloeosporioides,
Fusarium sp., Cladosporium sp., Penicillium sp. e Aspergillus sp.. Os autores citaram
que os dois primeiros sdao patdgenos de campo, enquanto os demais sdo de pos-colheita.
A incidéncia dos fungos foi reduzida nos frutos ensacados; além disso, o aspecto dos
frutos foi melhorado devido a reducdo de ferimentos causados por insetos.

Mota & Gasparotto (1995) quantificaram o efeito dos fungos
Ceratocystis paradoxa e Colletotrichum gloeosporioides na ocorréncia da queda
precoce dos frutos e na dindmica dessa sindrome em frutos de pupunha. Constataram
que a incidéncia maior de ataque foi em frutos proximos a sua maturagdo, mas a queda
dos frutos ocorreu com maior intensidade nos dois primeiros meses de desenvolvimento
do fruto. Considerando que 80% dos frutos caidos ndo apresentavam nenhuma lesdo,
concluiram que o problema estava relacionado a fatores abidticos.

Mota & Gasparotto (1998) realizaram um estudo sobre a sindrome da
queda de frutos da pupunheira e a incidéncia de fungos fitopatogénicos e conseguiram
isolar  Ceratocystis paradoxa, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium sp.,
Cladosporium sp., Aspergillus sp., Verticillium sp., Penicillium sp. € Rhizopus sp. Do
total de frutos encontrados caidos, 19,8% apresentaram-se infectados.

Vallejo (1995) realizou isolamento de microrganismos patogénicos de
frutos e sementes de pupunha em Iquitos. Identificou Thielaviopsis paradoxa, Fusarium
sp., agente da podriddo da semente e endosperma, Erraphium sp., agente do mofo

branco da semente, e Erwinia sp., agente da podridao branca do endosperma.
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Como microrganismos causadores de doengas da pupunha, Hernédndez et
al. (1999) destacaram os fungos Thielaviopsis paradoxa e Chalaropsis thielavioides
porque colonizam rapidamente a polpa, penetrando e apodrecendo a semente.
Schyzophyllum sp., Xylaria sp., Fusarium sp. e Penicillium sp. contaminam
superficialmente a semente, desenvolvendo-se e permanecendo ativos durante o
armazenamento. Segundo esses autores, os fungos penetram nas sementes quando estas
sdo colocadas em condi¢des de germinagdo, causando apodrecimento.

Durante o armazenamento de sementes de pupunha, Ferreira (1988)
identificou o ataque dos seguintes fungos: Fusarium moniliforme, F. flocciferum, F.
solani, F. semitectum, Fusarium sp., Thielaviopsis paradoxa, Phoma sp., Penicillium
sp., Dimargaris sp., Geotrichum sp., Trichoderma sp. e Aspergillus sp.. Entre varios
fungos associados a sementes de pupunha, Coates-Beckford & Chung (1987) afirmaram
que o Fusarium solani destacou-se como o principal responsavel pela queda da
germinagao.

Em viveiro, Colletotrichum gloeosporioides foi responsavel pela morte
de plantulas jovens (Alves & Batista, 1983). Fusarium sp. € Rhizoctonia sp. foram
identificados causando tombamento (Pizzinatto ef al., 1996).

Segundo Vargas (1993), os fungos normalmente ndo penetram na
semente antes da colheita do fruto. Mora-Urpi ef al. (1997) afirmaram que a infec¢ao
por fungos nas sementes armazenadas e durante a germinacao ¢, geralmente, devido ao
excesso de umidade e/ou tratamento ndo apropriado com fungicida. Bovi (1998)
deduziu que a causa da contaminacdo das sementes esta no manuseio € armazenamento
inadequados das sementes.

Alguns fungos citados como patdgenos para a pupunheira, também ja
foram isolados como endoéfitos de hospedeiros tropicais, tais como Colletotrichum sp.,
Fusarium sp., Trichoderma sp., Phoma sp., Penicillium sp., Xylaria sp. € Phomopsis sp.
(Rodrigues & Samuels, 1990; Medeiros-Galvao, 1998; Guimaraes, 1998; Araujo, 1999;
Drumond, 2000). O tecido vegetal utilizado para isolamento de enddfitos nesses
trabalhos foi de folhas, em nenhum foram utilizados frutos ou sementes dos

hospedeiros.

Costa Neto, P.Q.



Identificacdo de fungos endofiticos da pupunheira ... 21

A investigacdo sobre a ocorréncia de endofitos em frutos e sementes de
pupunheira ¢ esclarecedora sobre a abordagem da infec¢do de sementes armazenadas. O

conhecimento da seqiiéncia nucleotidica dos isolados com maior freqiiéncia, indicard a
diversidade entre eles.
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3. OBJETIVOS

Isolar fungos endofiticos de frutos de Bactris gasipaes Kunth;

Identificar os isolados mais frequentes, analisando-se suas estruturas de

reproducao sexual e assexual quando foram fungos filamentosos;

Determinar, por sequenciamento, a composi¢ao do material amplificado

por PCR dos isolados endofiticos do género Thielaviopsis;

Determinar os haplotipos dos individuos em estudo;

Verificar a similaridade genética dos isolados do género Thielaviopsis.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material biologico e local de coleta

Foram utilizados frutos de pupunheira, aparentemente sadios. Coletados
no Banco de Germoplasma do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia - INPA,
localizado na Estacdo Experimental de Fruticultura Tropical, Km 39 da Rodovia BR-

174, Manaus, Amazonas.

4.1.1 Amostragem

Foram realizadas duas coletas de frutos. Em cada coleta foram
amostradas dez plantas distintas. O procedimento padrado foi a coleta do cacho de frutos
com poddo e escolha dos frutos sadios. Ao chegar no Laboratorio de Genética do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Amazonas, foram lavados e
suas superficies desinfestadas (Quadro 01).

Nao foi utilizado o mesmo numero de fragmentos inoculados para cada
parte do fruto em fun¢do do estddio de maturacdo do fruto e da propria manipulacio.
Quando o fruto ndo estava completamente maduro foi dificil separar o exocarpo (casca)
do mesocarpo e a quebra do endocarpo foi realizada com alicate; as vezes, muita forca

foi empregada e o material era perdido.

4.2 Meios de cultura

Foram utilizados os meios de cultura BDA (200 g de batata, 20 g de
dextrose e 15 g de agar — pH 6,8) e PDA (constituido de decocto de 200 g de polpa de
pupunha, 20 g de dextrose e 15 g de agar, para 1 L de meio — pH 6,8). O Quadro 01
demonstra o total de frutos por planta, meios de cultura e placas utilizadas nessa

pesquisa.
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QUADRO 01.Total de plantas de pupunha (Bactris gasipaes) investigadas para
ocorréncia de endofiticos, quantidade de frutos usados, meios de cultura
e total de placas usadas no isolamento por partes do fruto.

Plantas Quantidade  Meios de Quantidade de placas/parte do fruto

de frutos cultura inoculada

Mesocarpo Endocarpo  Améndoa

Pl 6 BDA - 3 5
P2 12 BDA - - 12
P3 17 BDA - - 17
P4 4 BDA - 4 4
P5 4 BDA 4 - 3
P6 5 BDA - 2 5
P7 8 BDA 8 - -
P8 4 BDA 4 3 3
P9 5 BDA - - 5
P10 3 BDA 3 - 3
P11 3 BDA - 3 3
P12 3 BDA - 2 3

PDA - 2 3
P13 3 BDA - 3 3
PDA - 3 3
P14 3 BDA - 3 3
PDA - 3 3
P15 3 BDA 1 3 3
PDA 1 1 2
P16 3 BDA - 3 3
PDA - 3 3
P17 3 BDA 1 2 3
PDA 1 3 3
P18 2 BDA 2 2 2
PDA 2 2 2
Total 91 BDA 23 33 80
PDA 4 17 19
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4.3 Solucoes e Tampoes

As solugdes e tampdes descritos a seguir foram utilizados nos diversos

procedimentos executados durante o desenvolvimento do presente trabalho.

4.3.1 Solucdes para extracido do DNA

4.3.1.1 Solucao de RNAse A

Ribonuclease A .......ccoeeevieeiiieeieeeeeee e, 100 mg
Agua Milli=Q ..o, 10 mL

A Ribonuclease A utilizada foi da USB corp. e concentrada a 10 mg/mL.
A solugdo foi preparada por aquecimento em banho-maria a 100°C por 10 min e

mantida a —20°C.

4.3.1.2 Tampao de extracio (CTAB 2%) (Doyle & Doyle, 1990,
modificado por Vicente, 2000)

I 5 R SRR 242 g
EDTA Nap coveoiieieeeeeee et 0,74 g
NACT e 820¢g
CTAB e e 2,00 g

Os reagentes foram dissolvidos inicialmente em 80 mL de agua Milli-Q.
Ap6s o ajuste do pH para 8 com HCI IN, o volume foi completado para 100 mL com
agua Milli-Q. O tampao foi autoclavado por 15 min a 121 atm e mantido a temperatura

ambiente.

4.3.1.3 Clorofil

(@) 10740} £6) 5111 [ JUUUUUUUUTUUUUU T 240 mL

ALCOO1 1SOAMILICO v, 10 mL
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A solucdo foi mantida a temperatura ambiente.

4.3.1.4 Tampao Tris-EDTA (TE)

Tris-HCI 1 M pH 8 (10 mMM) ..o 1,0 mL
EDTA 0,5 MpH 8 (1 mMM) .eoviviiiiiii i 0,2 mL
Agua Milli=Q ..o, 98,8 mL

O Tris-HCI e o EDTA foram alicotados das solugdes estoque. O tampao

foi autoclavado por 15 min a 121 atm e mantido a temperatura ambiente.

4.3.2 Solucgoes para Reacao de PCR

4.3.2.1 Solu¢ao de MgCl, 7,5 mM

MgC126H20 ............................................................. 0,15 g

Foi dissolvido em 80 mL de dgua Milli-Q e o volume completado para

100 mL. A solugao foi autoclavada por 15 min a 121 atm e mantida a —20°C.

4.3.2.2 Deoxinucleotideos trifosfatados (ANTPs)

Os dNTPs (ATP, CTP, GTP e TTP) obtidos da Pharmacia foram
fornecidos em uma concentragdo onde cada dNTP estava a 20 mM. Para uso, essa
mistura foi diluida em agua Milli-Q autoclavada, de modo a se obter uma solucdo

estoque com a concentragao de 2,5 mM e mantida a —20°C.

4.3.2.3 Tampao para reacio de PCR

O tampao da reagdo (500 mM de KCI e 100 mM de Tris-HCI (pH 8))

estava na concentracdo 10X. Para uso na reagdo a concentracao final foi de 1X.
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4.3.2.4 Oligonucleotideos iniciadores (primers)

Os oligonucleotideos foram adquiridos da Invitrogen Brasil - Life
Technologies, na forma de “pellets” liofilizados. Todos foram diluidos baseados em
suas concentragdes em nmoles para uma concentragdo de 100 uM/uL. A partir da
solucao estoque foram preparadas aliquotas para uso nas reagdes a uma concentragao de
2uM/pL com agua Milli-Q.

Os iniciadores (Witthuhn et al, 1999) utilizados no presente trabalho
foram:

e ITSI1:5'-TCC GTA GGT GAACCTGCGG-3'e
e LR6:5-CGCCAGTTCTGCTTACC-3'

4.3.2.5 Enzima Taq DNA polimerase

A enzima Taq DNA polimerase (CENBIOT/RS), constituida por um
unico polipeptideo de aproximadamente 86-90 kda, foi obtida em tubos de 500 unidades

em 100 pl, ou seja, Su/pl. a enzima foi mantida a —20°c.

4.3.2.6 Tampao Tris-EDTA-Borato (TEB 10X)

TTIS=DASE evveeeiieeeieeeie e 108,0 g
Acido borico (HzBO3) ..o 550¢g
EDTA 0,5 M ..o 40 mL

Os reagentes foram dissolvidos em 800 mL de agua Milli-Q e o volume
completado para 1 L. O pH foi ajustado para 8,4. A solugdo foi autoclavada por 15 min
a 121 atm e mantida a temperatura ambiente. No momento do uso foi diluida 1:10 (1X)

em agua Milli-Q autoclavada.

4.3.2.7 Tampao da amostra (5X)

Azul de bromofenol ...........cccveeeiiieiiiiiiieeeee, 0,05¢g
GLICETOL .. e 20 mL
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Os reagentes foram homogeneizados em 70 mL de agua Milli-Q e o

volume completado para 100 mL.

4.4 Isolamento de fungos endofiticos

Foram isolados fungos endofiticos de 91 frutos (Quadro O1)
aparentemente sadios, de acordo com a metodologia descrita por Petrini (1986) e
Pereira et al. (1993). Os frutos e as sementes (apds plaquear os fragmentos do
mesocarpo, a semente foi lavada em &gua corrente com detergente e posterior
desinfestagdo superficial) foram superficialmente desinfestados por meio de imersao em
etanol 70% por um minuto, imersdo em NaOCl 3% por quatro minutos, posterior
lavagem com etanol 70% por 30 segundos e por mais quatro minutos em agua destilada
esterilizada.

Apds a desinfestagdo externa, o mesocarpo, o endocarpo ¢ a améndoa
foram cortados assepticamente em fragmentos (5-7 mm) e estes transferidos, em ordem
seriada, para placas de Petri contendo os meios BDA e PDA, acrescidos de terramicina
(50 pg/mL). Dez fragmentos foram dispostos em 176 placas de Petri, totalizando 1.760
fragmentos. Em 27 placas foram plaqueados fragmentos do mesocarpo, 50 receberam
fragmentos do endocarpo e 99 da améndoa. Todas as placas foram incubadas a 18°C
(Guimaraes, 1998), em auséncia de luz. Foi plaqueado 100 puL da 4gua destilada
esterilizada, em meio BDA e incubado a 18°C, para comprovar a desinfestagdo
superficial.

As placas foram observadas diariamente por até 30 dias e, tdo logo os
fungos iniciaram seu crescimento, pequenos fragmentos de micélio foram repicados
para tubos de ensaio, previamente identificados com o niimero da planta, parte do fruto
usada para isolamento e localiza¢do do fragmento disposto na placa, para conhecimento
da freqiiéncia de infecg@o. Os tubos continham meio BDA inclinado, e foram incubados
a temperatura ambiente. Em seguida, os tubos contendo essas colonias foram
submetidos a fotoperiodo de 12 horas sob luz fluorescente para estimular a esporulagao.
O processo de repicagem dos endofitos foi interrompido por ocasido da fusdo de

colonias fungicas impedindo o isolamento individual.
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4.5 Identificacio dos fungos isolados

A identificacdo dos isolados foi realizada pela analise de suas estruturas
de reproducdo sexual e assexual (Ellis, 1971; Barnett & Hunter, 1972; Arx, 1974;
Petrini, 1986; Rossman et al., 1987). Os fungos que, mesmo nessas condigdes,
permaneceram somente na forma miceliana, ndo poderam ser identificados e foram

considerados estéreis (ndo necessariamente Mycelia sterilia).

4.5.1 Técnica de coloracao - Lactofenol

Fragmentos de endofiticos foram fixados e corados em lactofenol
(Onions et al., 1981), para andlise em microscopio Otico das caracteristicas

morfolégicas das estruturas reprodutivas.

4.6 Etapas para o seqiienciamento nucleotidico de parte do rDNA de

endofitos de Thielaviopsis

4.6.1 Extracdo do DNA genomico

Foram selecionadas aleatoriamente 22 colonias de endofitos do género
Thielaviopsis (Fig. 01). A partir dessas colonias foram obtidas culturas monospdricas
por meio de diluigdo seriada.

Em camara de fluxo laminar, as estruturas reprodutivas dos fungos foram
raspadas com auxilio de uma alca de platina flambada. Preparou-se uma suspensdo de
conidios em tubos de ensaio contendo 2,5 mL de solugdo Tween-80 0,1%. Os tubos
foram submetidos a agitacao, por um minuto, em agitador Vortex ¢ 1 mL da suspensao
em Tween-80 foi transferida para tubos de ensaio contendo 9 mL de solug¢do salina
0,9%. A nova suspensao foi agitada, por alguns segundos, em agitador Vortex. Foram
realizadas quatro dilui¢des seriadas (1:10; 1:100; 1:1000 e 1:10000).

Foram distribuidos 100 pL, em duplicata, de cada uma das duas ultimas
dilui¢des em placas de Petri contendo meio BDA. Apds a germinagdo dos esporos, foi
transferido, de cada placa, um fragmento do meio BDA contendo uma ponta de hifa

produzida a partir da germinag@o de um Unico esporo. O fragmento foi transferido para
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FRUTO

MESOCARPO ENDOCARPO AMENDOA

BP7.5P-1.2 BP1.3E-2.3 BP1.3-1.2
BP1.6E-3.2
|
BP8.1P-2.3b PP13.1E-2.1 BP12.1-2.1a

PP13.2E-4.1a PP12.1-3.3a
PP13.3E-1.2b PP12.3-4.2

BP14.3E-2.2a BP13.1-2.1b
BP13.2-1.1a
BP13.3-2.2b

PP15.3E-2.1 BP14.1-4.1
PP14.3-3.3
BP16.1E-4.1b PP15.3-4.2

BP17.3E-4.1a
PP17.3E-4.2

FIGURA 01. Endoéfitos de Thielaviopsis isolados do fruto da pupunha, dos quais o
DNA genomico foi extraido para amplificacio de um fragmento do
rDNA com posterior seqiienciamento.
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uma nova placa de Petri com meio BDA, a qual foi mantida no escuro, a temperatura de
28°C, pelo tempo necessario para o crescimento da coldnia.

Apoés a esporulagdo, pequenos discos com micélio e esporos foram
transferidos para Erlenmeyer contendo 100 mL de meio liquido BD. Foram mantidos
sob agitagao orbital (100 rpm), a 28°C, por dez dias, para crescimento miceliano.

O micélio obtido com esporos foi coletado em papel de filtro esterilizado
para a retirada do excesso de liquido, e pesado. No processo de extracdo do DNA
genomico foram realizadas as etapas detalhadas a seguir.

Apos secagem em papel de filtro esterilizado, 300 mg de micélio com
esporos foi macerado em almofariz com nitrogénio liquido. O p6 fino resultante foi
transferido para tubo “Eppendorf” de 1,5 mL contendo 500 uL de tampao CTAB. A
partir dessa etapa, o material foi manipulado a 4°C. Homogeneizou-se suavemente e
incubou-se em banho-maria, a 65°C, por dez minutos.

Apés o banho-maria foram adicionados 500 pL de clorofil,
homogeneizando-se suavemente e centrifugou-se a 14.000 rpm por cinco minutos. A
fase superior foi transferida para outro tubo “Eppendorf” e adicionou-se duas vezes o
volume de etanol 96% gelado. A precipitagio do DNA gendmico realizou-se por
incubagao a —20°C por 30 minutos.

Apbs a precipitacdo, o material foi centrifugado a 14.000 rpm por cinco
minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado. O “pellet” foi lavado com 500 pL
de etanol 70% gelado por centrifugagdo a 14.000 rpm durante um minuto. O
sobrenadante foi descartado e os tubos foram colocados sobre papel absorvente até a
secagem completa do “pellet” a temperatura ambiente. O sedimento foi ressuspenso

com uma solug¢do de 97,5 uL de tampao Tris-EDTA e 2,5 uL de RNAse.

4.6.2 Quantificacio do DNA

Para estimar a concentracdo do DNA, foram utilizados 2 pul do DNA
genomico de cada amostra mais 3 pl de tampao da amostra (5x). esses DNAs foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8%, juntamente com amostras de DNA
em concentragdes conhecidas (5, 50 e 100 ng). apos a corrida no gel, foi corado em

brometo de etidio por 20 minutos. a leitura da quantificacio do DNA foi realizada
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através da intensidade de fluorescéncia num fotodocumentador de imagens (biotech
image master vds modelo fti-500, da amersham pharmacia biotech) com luz

ultravioleta.

4.6.3 Amplificacido in vitro do DNA pela reacio de PCR (Mullis &

Faloona, 1987)

Foi amplificado parte do DNA ribossomal de cada individuo estudado,
utilizando-se o mesmo par de primers do trabalho de Witthuhn et al. (1999). Este
fragmento compreende o final 3' da subunidade menor do rRNA (SSU — small sub-
unit), a regido 5,8S do rRNA, parte da subunidade maior do rRNA (LSU — large sub-
unit) e as regides espacadoras internas (ITS - internal transcribed spacer) 1 e 2,
contendo 1600 pares de bases. A reacdo de amplificagdo foi realizada em tubo
“Eppendorf” de 0,2 mL, conforme o seguinte protocolo:

e 11,1 pL de agua Milli-Q;

e 3,0 uL de MgCly;

e 25uL de dNTPs I mM;

e 2.5 uL de tampao da reacdo (TK);

e 2.0 uL do iniciador ITSI;

e 2.0 uL do iniciador LR6;

e 0,9 uL da Tag DNA polimerase a SU/uL;

e 1,0 uL do DNA gendmico extraido (2,5 a 20 ng/uL).

O volume final da reacdo foi de 25 pL e os tubos foram colocados em
termociclador Perkin-Elmer 9.600. O programa utilizado tinha o seguinte perfil de
temperatura: a etapa inicial de desnaturagdo foi a 94°C por dois minutos; 30 ciclos,
sendo 94°C por um minuto — a etapa da desnaturacdo das fitas complementares do
DNA, 50°C por um minuto — a etapa para anelamento dos iniciadores complementares a
regido alvo e 72°C por dois minutos — etapa destinada a extensdo do segmento
amplificado; e uma etapa final de extensdo a 72°C por cinco minutos. Este programa de

amplificacdo tem duragdo de aproximadamente trés horas.
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Os produtos da amplificacao foram submetidos a eletroforese horizontal
em gel de agarose 1,0% por cerca de uma hora e posteriormente corados por 20 minutos
com brometo de etidio 1%. O DNA evidenciado foi fotografado sob luz UV em
transiluminador. Foi utilizado DNA Ladder de 1 Kb como marcador molecular de peso
de bandas. O tamanho do fragmento amplificado foi comparado com o marcador para

determinar se correspondia ao esperado.

4.6.4 Purificacio do produto amplificado

Para eliminagdo dos produtos ndo incorporados na reagdo de
amplificacao foi utilizado o Kit Concert Rapid PCR (Life Technologies — GIBCO BRL)
e a purifica¢do do produto amplificado foi realizada de acordo com as especificagcdes do
fabricante, com excec¢ao da quantidade de tampao TE que foi modificado para 30 puL e
tempo de incubagdo na etapa da elui¢do do DNA, que foi de 10 minutos.

O produto da amplificacio por PCR foi transferido para tubo
“Eppendorf” de 1,5 mL e acrescentado 400 pL da solucdo de captura — H1 (binding
solution), homogeneizando a mistura e depois esse material foi transferido para a
coluna.

A coluna ficou dentro de um tubo “Eppendorf” de 2 mL. Foi
centrifugado a 12.000 rpm por um minuto e em seguida o liquido foi descartado. Foram
adicionados 700 puL do tampdo de lavagem (com etanol) — H2 (wash buffer) e
centrifugado a 12.000 rpm por um minuto. O filtrado foi descartado sendo novamente
centrifugado a 12.000 rpm por um minuto para remover todo o residuo do tampao de
lavagem; o restante do liquido filtrado foi descartado.

A coluna foi transferida para novo tubo “Eppendorf” de 1,5 mL e foram
adicionados 30 pL do tampao TE (a 65°C). Foi incubado a temperatura ambiente por 10
minutos. Apds esse tempo, foi centrifugado a 12.000 rpm por dois minutos. O resultado
da purificagdo foi observado a partir de 3 pL do DNA amplificado e purificado, mais 2
uL do tampao da amostra (5X) em gel de agarose 1,0% e também 5 pl. do marcador

molecular DNA Ladder 1 Kb para se estimar sua concentracdo e qualidade.
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4.6.5 Seqiienciamento do DNA

4.6.5.1 Reacao de seqiienciamento

Todas as amostras foram seqiienciadas, utilizando-se apenas o iniciador
ITS1, em um seqiienciador automatico MegaBace 1000 — DNA analysis System
(Amersham Biosciences - Pharmacia).

Todas as etapas do seqlienciamento do DNA foram realizadas no
laboratorio de tecnologia do DNA do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal do Amazonas. A reacdo de seqliéncia foi realizada pela técnica de PCR
(seqiienciamento ciclico) com volume final de 10 pl para cada amostra (Kit da
DYEnamic - Amersham Biosciences — Pharmacia), a saber:

e 3,0 uL de agua Milli-Q;

e 2.0 uL de DNA purificado;

e 1,0 uL do iniciador ITSI;

e 4,0 puL da solucdo de seqiienciamento (pré-mix).

A placa de seqiienciamento foi colocada no termociclador mastercycler
gradient da eppendorf ag. O programa utilizado tinha o seguinte perfil de temperatura: a
etapa inicial de desnaturacdo foi a 95°¢ por 25 segundos; 30 ciclos, sendo 95° por 15
segundos para desnaturagdo das fitas complementares, 50°c por 20 segundos para haver
anelamento do iniciador e 60°c por um minuto para ocorrer a extensdo da regido a ser

sequenciada. Este programa de amplificagdo totalizou cerca de 90 minutos.

4.6.5.2 Precipitacao do produto da reacdo de seqiienciamento

Apo6s o término da PCR de seqiienciamento foi realizada a reagdo de
precipitacdo. Ao produto da PCR de seqlienciamento foi adicionado 1 pL de acetato de
amonia, mais 40 pL de etanol absoluto e agitado em Vortex por alguns minutos. A
mistura foi incubada por 20 minutos a temperatura ambiente. A placa de
seqiienciamento foi envolvida em papel aluminio para evitar a incidéncia de luz.

Apds o tempo de incubagdo, a placa foi centrifugada a 4.000 rpm por 40
minutos, em centrifuga refrigerada 5804R da Eppendorf. O sobrenadante foi descartado

sendo adicionado 150 pL de etanol 70%, em seguida foi centrifugado a 4.000 rpm por

Costa Neto, P.Q.



Identificacdo de fungos endofiticos da pupunheira ... 35

15 minutos e o sobrenadante descartado. A placa foi centrifugada invertida a 1.000 rpm
por apenas um spin. O DNA foi ressuspendido em 10 pL de tampao. A placa foi vedada
e agitada em Vortex, por dois minutos. Foi realizada mais uma centrigufagcdo a 1.000

rpm por apenas um spin.

4.6.5.3 Eletroforese de seqiienciamento

A decodificacdo nucleotidica do fragmento amplificado foi realizada em
seqiienciador automatico MegaBace 1000 — DNA analysis System (Amersham
Biosciences - Pharmacia). A eletroforese capilar em gel de poliacrilamida foi realizada
com base na metodologia padrao do fabricante. Para condi¢des de inje¢ao: 3 KV por 80
segundos; condi¢des de corrida: 6 KV por 200 minutos; sob uma temperatura de 44°C.
A incorporacdo de cada dideoxinucleotideo marcado com um cromoéforo na reagdo de
seqiienciamento ciclico foi lido pelo seqiienciador automatico pela captacdo da

fosforilagao.

4.6.6 Edicao e alinhamento das seqiiéncias nucleotidicas

Apds o término do seqiienciamento nucleotidico das 22 amostras,
procedeu-se a conferéncia e edicdo visual entre as seqliéncias por comparagdo com o
padrdo apresentado no cromatograma de cada reagdo. As espécies de Ceratocystis
obtidas no GenBank foram incluidas na andlise para confirmag¢do do possivel
polimorfismo entre os endofitos isolados (Quadro 02).

A partir da inclusdo dessas novas amostras, o total de seqiiéncias em
analise foi de 36 amostras. Essas amostras foram alinhadas no programa Clustal W
(BioEdit). Primeiro foi realizado um alinhamento somente das 22 amostras, foi
observado a necessidade da inclusdo de eventos de inser¢do/delecdo. O segundo
alinhamento foi realizado entre as 36 amostras. Foi necessaria a eliminagao de parte das
extremidades para um padrao de alinhamento mais homogéneo.

Apds o alinhamento foi obtida uma matriz de dados contendo as

seqiiéncias dos 36 taxons. Como grupo externo foram consideradas duas amostras de
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Chalara elegans (n° de acesso no GenBank: AF275482 e AF275509), baseado no

pressuposto de que sejam espécies muito proximas taxonomicamente de 7. paradoxa.

QUADRO 02. Seqiiéncias nucleotidicas de Ceratocystis spp. € Chalara elegans obtidas
no GenBank, e utilizadas para comparagdo com as seqiiéncias dos

isolados de pupunha.

Espécie Origem Hospedeiro GenBank
Ceratocystis moniliformis (Hedgc.) | Africa do Sul Erythrina sp. AF043597
C. Moreau
Ceratocystis fagacearum (Bretz) J.|E. U. A. Quercus sp. AF043598
Hunt
Ceratocystis radicicola (Bliss) C.|California, E.U.A. | Desconhecido AF043599
Moreau
Ceratocystis laricicola Redfern & | Escocia Larix sp. AF043600
Minter*
Ceratocystis polonica Siemaszko* Polénia Picea sp. AF043601
Ceratocystis pinicola T. C. Harr. & | Inglaterra Pinus sp. AF043602
M. J. Wingf.*
Ceratocystis  virescens (R.  W.|Nova York, E.U.A. | Quercus sp. AF043603
Davidson) C. Moreau*
Ceratocystis fimbriata Ellis & Halst. | Franga Platanus sp. AF043604
Ceratocystis albofungus M. J. Wingf. | Africa do Sul Acacia sp. AF043605
De Beer & Michael Morris
Ceratocystis adiposa (E. J. Butler) C. | Japao Desconhecido AF043606
Moreau
Ceratocystis paradoxa (Dade) C.|Desconhecida Musa sp. AF043607
Moreau
Ceratocystis paradoxa (Dade) C.|Desconhecida Desconhecido AF275477
Moreau
Chalara elegans Nag Raj & Kend. Desconhecida Betula sp. AF275482
Chalara elegans Nag Raj & Kend. Desconhecida Pelarogonium sp. | AF275509

* Pertencem ao complexo Ceratocystis coerulescens (Miinch) B. K. Bakshi
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Com o objetivo de estabelecer homologia dos sitios entre os individuos,
foi necessaria a inclusdo de “gaps” na matriz de dados, os quais correspondem as
inser¢des/delecdes. Assim sendo, o alinhamento final ficou com 692 pares de bases,
com exce¢do do endofito Thielaviopsis paradoxa (PP12.3-4.2, com 663 pb) e
Ceratocystis paradoxa (acesso no GenBank n® AF275477, com 420 pb).

4.6.7 Caracterizaciao molecular dos endofitos

4.6.7.1 Distancia genética

A busca da arvore mais parcimoniosa foi realizada com algoritmo
heuristico no programa PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsimony) 4.0 para
Macintosh (Swofford, 2001), por meio do principio metodologico de distancia genética
e os “gaps” foram tratados como auséncia de dados.

Para realizar o célculo da distancia genética, foi utilizado o tipo Distancia
p — ndo corrigida, onde ¢ considerada a propor¢do de posi¢des em que as duas
seqiiéncias diferem, ou seja, o nimero de nucleotideos diferentes entre duas seqiiéncias
¢ dividido pelo numero total de nucleotideos comparados. Foi criada uma matriz de
distdincia p — ndo corrigida, de onde, indiretamente, se extraiu as proporgdes de
transi¢des e transvercoes entre os pares de seqiiéncias nucleotidicas.

A topologia para os taxons estudados foi estimada pelo método de
agrupamento de vizinhos (neighbor-joining, NJ) implementado em PAUP (Swofford,

2001), foi aplicado o teste de confianga em topologia bootstrap (Russo et al., 2001).

4.6.7.2 Analise dos haplatipos

Os haplotipos entre os 22 isolados endofiticos foram obtidos com auxilio
do Programa TCS (Templeton Crandall Sing) (Clement et al., 2000), tendo as
seqiiéncias nucleotidicas alinhadas no formato Nexus e os “gaps” foram considerados

como um quinto caracter.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento dos endofiticos

Os meios de cultura utilizados, BDA e PDA, apresentaram os mesmos
taxons, sem preferéncia por um ou por outro meio. Apds 48 horas de incubagdo foi
possivel a observagdo de crescimento miceliano.

Do total de 1.760 fragmentos incubados, 422 apresentaram
microrganismos endofiticos, representando uma freqiiéncia de isolamento de 23,9%.
Rodrigues (1994) obteve 21 a 30%, quando isolou endodfitos da palmeira tropical E.
oleracea, e Cannon & Simmons (2002) obtiveram 12 a 22%, quando investigaram
endofitos em hospedeiros tropicais na Guiana.

Foram isolados 627 microrganismos, sendo 233 do mesocarpo, 208 do
endocarpo e 186 da améndoa. Cannon & Simmons (2002) observaram variacao entre 9
a 23% de fragmentos ndo apresentando crescimento de endofitos de um total de 2.520.
Foi sugerido pelos autores que o tamanho do fragmento de isolamento ¢ importante,
pois pode interferir na comunidade endofitica investigada, ou seja, se o fragmento for
grande, o microrganismo mais proximo da borda impedird o desenvolvimento daquele
mais distante. Portanto, fragmentos menores propiciam a obten¢do de um maior nimero
de isolados.

A freqiiéncia de isolamento do mesocarpo foi de 47,7%, com 129
fragmentos apresentando crescimento de microrganismos. O endocarpo, com 146
fragmentos, apresentou 29,2% ¢ a améndoa, com 147 fragmentos, apresentou 14,8%.
Pode-se supor uma relagdo com os componentes nutricionais do mesocarpo, o qual ¢
rico em amido (Bohorquez & Ycaza, 1988; Oliveira, 2000). Rodrigues & Samuels
(1990) observaram uma maior concentragdo de endofitos na nervura central do que na
regido situada entre os vasos condutores em folhas da palmeira Licuala ramsayi.

A técnica freqiientemente utilizada para o isolamento de microrganismos
endofiticos tem sido a desinfestacdo superficial do material vegetal utilizado, com
destaque para as folhas, variando a concentragdo e o tempo de exposi¢do. O meio de

cultura ¢ muito importante pois pode interferir diretamente na comunidade endofitica do
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hospedeiro, tal fato se deve pela mudanca de disponibilidade de nutrientes a que sao
submetidos. Uma técnica alternativa, que a priori, supera tais etapas, foi apresentada por
Guo et al. (2001) que, através da técnica molecular PCR, utilizando iniciadores
universal e especificos para fungos, conseguiram identificar fungos endofiticos
diretamente da extracdo de DNA a partir de tecido da planta hospedeira. Foi
amplificado parte do DNA ribossomal sem fazer o isolamento do microrganismo em

meio de cultura.

5.2 Endofitos do fruto de pupunha

9,7

36,4 14,7

17,1

10,4 20 9,7

@ Bactéria B Levedura
O Ceratocystis paradoxa O Fusarium sp.
W Penicillium sp. @ Phomopsis sp.

W Thielaviopsis paradoxa

GRAFICO 01. Percentual de microrganismos isolados como endofiticos do fruto de
pupunheira (Bactris gasipaes), em um total de 627.

Foram isolados e identificados cinco géneros de fungos filamentosos nos
frutos de B. gasipaes, sendo o mais frequente Thielaviopsis paradoxa (36,4% dos 627
microrganismos isolados), seguido por Ceratocystis paradoxa (17,1%), Phomopsis sp.

(10,4%). Os isolados menos freqiientes foram Fusarium sp. (9,7%) e Penicillium sp.
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(2,0%). Também foram isolados como endofiticos 92 fungos leveduriformes e 61
bactérias, representando 14,7% e 9,7%, respectivamente (Grafico 01), apesar do uso do
antibidtico terramicina em meio de cultura para isolamento de fungos.

Os endofitos mais freqiientemente isolados de palmeiras tém sido
membros da familia Xylariaceae (Rodrigues & Samuels, 1990; Rodrigues, 1994; Guo et
al., 2000); entretanto, neste trabalho nenhum foi identificado. Talvez este fato possa
estar associado com o tecido do hospedeiro utilizado para isolamento dos endofitos,
pois nas investigacdes anteriores utilizaram-se folhas, enquanto neste trabalho foi
utilizado o fruto. O género Phomopsis tem sido relatado como endéfito tanto em
diferentes hospedeiros tropicais (Pereira, 1993; Medeiros-Galvao, 1998; Guimaraes,
1998) como em palmeiras (Rodrigues & Samuels, 1990; Rodrigues, 1994; Guo et al.,
2000). Os géneros Fusarium e Penicillium ainda ndo foram citados como endofitos em
palmeiras, entretanto, foram identificados em outros hospedeiros tropicais (Medeiros-
Galvao, 1998; Guimaraes, 1998).

AMENDOA
MESOCARPO E—

Thielaviopsis paradoxa 8,9 %

Ceratocystis parfdoxa 38,5% Leveduras 2,8 %

Leveduras 18,8 % Phomopsis sp. 2,6 %
Fusarium sp. 8,1 ‘%:) \ Fusarium sp. 2,0 %
Penicillium sp. 4,0 % Ceratocystis paradoxa 0,1 %

Bactérias 14,0 % Bactérias 2,2 %
Thielaviopsis paradoxa 2,6 % Penicillium sp. 0,1 %

ENDOCARPO

Thielaviopsis paradoxa 26,6 %
Phomopsis sp. 7,8 %
Fusarium sp. 3,8 %

Leveduras 2,6 %

Ceratocystis paradoxa 0,4 %
Bactérias 0,2 %

Penicillium sp. 0,2 %

FIGURA 02. Percentual de microrganismos endofiticos isolados por parte de frutos de
pupunheira (Bactris gasipaes).
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Observou-se uma freqiiéncia maior de isolamento de C. paradoxa a partir
do mesocarpo, enquanto seu anamorfo 7. paradoxa foi isolado do endocarpo e da
améndoa (Fig. 02). O género Phomopsis ndo foi encontrado colonizando o mesocarpo
dos frutos; sua maior ocorréncia foi no endocarpo (7,8%). O género Fusarium foi
isolado das trés partes dos frutos. Os isolados de bactérias e leveduras apresentaram
maior freqiiéncia no mesocarpo e améndoa, que sdo os tecidos mais ricos em nutrientes
facilmente disponiveis. A preferéncia de espécies endofiticas pela colonizacdo de um
tecido em particular ja foi registrada (Carroll, 1988; Rodrigues & Samuels, 1990) ¢ isso
pode refletir sua capacidade de utilizar certo substrato especifico (Rodrigues, 1994).

Isolados das espécies T. paradoxa e C. paradoxa foram isoladas pela
primeira vez colonizando endofiticamente um hospedeiro. Entretanto, Vallejo (1995) e
Mora-Urpi et al. (1997) citaram estes géneros como patogenos de frutos e sementes de
pupunha. Mota & Gasparotto (1998) isolaram C. paradoxa quando estudando a
sindrome da queda de frutos da pupunheira e a incidéncia de fungos fitopatogénicos, em

Manaus.
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GRAFICO 02. Bactérias isoladas como endofiticas do fruto de pupunheira (Bactris
gasipaes). Relagdo entre fragmentos inoculados por planta e freqiiéncia
de isolamento.
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Entre 18 plantas investigadas, sete apresentaram bactérias endofiticas,
com um total de 61 isolados. Nestas plantas, a ocorréncia de bactérias endofiticas foi
especifica com relagdo ao fragmento vegetal. As trés maiores freqiiéncias de infec¢ao
foram do mesocarpo, seguidas da améndoa e endocarpo (Grafico 02).

Provavelmente todas as plantas possuem microrganismos endofiticos,
pois segundo Petrini (1991), endofitos podem colonizar os tecidos internos dos
hospedeiros em algum tempo de seu ciclo de vida. A ocorréncia de bactérias como
endofiticas tem sido freqiiente em diversos hospedeiros, tais como Medicago sativa,
Gossypium hirsutum, Oryza sativa, Solanum tuberosum, Saccharum oficinarum e

Quercus spp. (Azevedo, 1998).
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GRAFICO 03. Leveduras isoladas como endofiticas do fruto de pupunheira (Bactris
gasipaes). Relacdo entre fragmentos inoculados por planta e
freqiiéncia de isolamento.
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Foram isoladas 92 leveduras em 11 das 18 plantas investigadas. Da
planta 15 foram isolados tanto do mesocarpo como do endocarpo, enquanto da planta
10, do mesocarpo e da améndoa. Estes fungos ocorreram em todas as partes

investigadas, com destaque para o mesocarpo (Grafico 03).
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GRAFICO 04. Fusarium sp. isolado como endofitico do fruto de pupunheira (Bactris
gasipaes). Relagao entre fragmentos inoculados por planta e freqiiéncia
de isolamento.

Oito plantas apresentaram-se como hospedeiras para Fusarium sp., com
um total de 61 isolados. Na planta 8 ocorreu infeccdo no endocarpo e améndoa, com
33,3 e 40% respectivamente. Este género ndo demonstrou especificidade por uma das
partes analisadas do fruto, entretanto, as mais altas freqiiéncias ocorreram no endocarpo

e améndoa (Grafico 04). Fusarium spp. foram relatados como patdgenos para a cultura
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por Véras et al. (2000), pois foram isolados de folhas de pupunheira num cultivo para
palmito em Manaus, Amazonas, onde provocaram queima das folhas. Hernandez ef al.
(1999) relataram que o fungo ataca as raizes, gerando problemas no crescimento.

A ocorréncia desse género como endofitico tem sido observada em
outros hospedeiros tropicais, como em Paullinia cupana (Maricaua, 1997) e Musa
cavendish (Pereira, 1993), em culturas agricolas, Zea mays (Pamphile, 1997) e
Lycopersicum esculentum (Hallmann & Sikora, 1996), e também na palmeira tropical
Licuala ramsayi (Rodrigues & Samuels, 1990). Bovi (1998) citou a ocorréncia desse
género infectando sementes de pupunheira armazenadas, atribuindo essa infeccdo ao
despolpamento e armazenamento inadequados. Merece um estudo mais elaborado para
comprovar a patogenicidade de endofitos desse género, pois Hallman & Sikora (1996)

observaram F. oxysporum ndo patogénico como endofito de plantas de tomate.

FIGURA 03. Aspecto da colonia de Fusarium sp. em meio BDA (A) e macroconidios
de Fusarium sp., endofitico isolado do fruto de Bactris gasipaes (B).

Espécies do género Fusarium apresentaram-se com micélio extensivo e
cotonoso, freqiientemente de coloracdo amarela (Fig. 03). Foram observados macro e

microconidios, freqiientemente juntos em pequenas cabecas imidas, multiseptados, com

Costa Neto, P.Q.



Identificacdo de fungos endofiticos da pupunheira ... 45

estrutura de meia lua ou na forma de canoa. Segundo Barnett & Hunter (1972), os
conididforos desse género sdo varidveis, delgado e simples, ou robusto, pequeno, com

ramos irregulares ou conjunto de fidlides, sozinho ou em grupo dentro de esporoddquio.
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GRAFICO 05. Phomopsis sp. isolado como endofitico do fruto de pupunheira (Bactris
gasipaes). Relacao entre fragmentos inoculados por planta e freqiiéncia
de isolamento.

Phomopsis sp. ndo apresentou grande distribuicdo entre as plantas
investigadas. Os isolados foram obtidos de apenas trés plantas, com infec¢do localizada
no endocarpo ¢ améndoa (Grafico 05).

Muitos fungos do género Phomopsis sdo importantes patdégenos de
plantas (Alexopoulos et al., 1996). Carroll (1986) informou que diversas espécies tém
sido classificadas como endofiticos mutualisticos e Sinclair & Cerkauskas (1996)
informaram que varias espécies também estdo associadas com infeccdo latente em
diversas plantas. Phomopsis foi observado atacando folhas de pupunheira, causando
lesdes necroticas de diferentes formas e tamanhos (Véras & Yuyama, 2000), e Bovi

(1998) citou sua ocorréncia na Bahia, atacando mudas de pupunheira, com plantas
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apresentando bordas pretas e esfiapadas.

FIGURA 04. Aspecto da cultura de Phomopsis sp. isolado como endofitico do fruto de
Bactris gasipaes.

As espécies do género Phomopsis apresentaram picnidio escuro (Fig. 04),
conidios hialino, sendo ovoéide a fuséide (alfa) e filiforme, curvado ou dobrado (beta);
tais caracteristicas foram citadas por (Barnett & Hunter, 1972; Galli et al., 1978).

Phomopsis tem sido relatado com freqiiéncia como endofitico em
diversos hospedeiros, entre eles as espécies tropicais Theobroma grandiflorum
(Medeiros-Galvao, 1998), Himatanthus sucuuba (Magalhaes, 2000), Carapa
guianensis, Cecropia sciadophylla, Jacaranda sp. e outros (Cannon & Simmons, 2002).
Rodrigues & Samuels (1990) isolaram esse género somente da regido da nervura central
de folhas de Licuala ramsayi e nenhum da regido entre os vasos condutores; Rodrigues
(1994) observou em folhas do hospedeiro E. oleracea, enquanto Guo et al. (2000) de L.
chinensis.

Também foram isoladas espécies do género Penicillium, foi o menos
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freqliente (Grafico 06). Com apenas 13 isolados, apresentou infec¢do em todas as partes
do fruto, destacando-se no mesocarpo. As espécies desse género apresentaram
conidioforo comprido acima do micélio, ramificado proximo do &pice, terminando em
fidlides, formando uma estrutura parecida com uma vassoura. Os conidios eram
globosos, em cadeias. Tais caracteristicas foram citadas por Barnett & Hunter (1972) e

sementes (Mora-Urpi et al., 1997) e também foram relatados como patdégenos de pos-

colheita (Mota et al., 1992).

% de frequ

quéncia
= =2 N N W
o 01 ©O 0 © o O
L L L L L |

pl 2 pl 5 pl 8
Plantas de Pupunha

O mesocarpo Eendocarpo Oaméndoa

GRAFICO 06. Penicillium sp. isolado como endofitico do fruto de pupunheira (Bactris
gasipaes). Relacdo entre fragmentos inoculados por planta e freqiiéncia
de isolamento.

Ceratocystis paradoxa ¢é o teleomorfo de 7. paradoxa (Paulin-Mahady et
al., 2002). Nas cinco plantas que apresentaram esta espécie foram obtidos 107 isolados.
Somente da planta 18 foram isolados das trés partes do fruto investigadas. O mesocarpo

destacou-se como o local preferido deste endofito (Grafico 07).
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GRAFICO 07. Ceratocystis paradoxa isolado como endofitico do fruto de pupunheira
(Bactris gasipaes). Relacao entre fragmentos inoculados por planta e

freqiiéncia de isolamento.

FIGURA 05. Peritécio de Ceratocystis paradoxa, endofitico isolado do fruto de Bactris
gasipaes.
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Os endéfitos de C. paradoxa apresentaram peritécio com pescogo longo
(Fig. 05) e ascosporos na forma de chapéu. Segundo Stiers (1976) e van Wyk et al.
(1991, 1993), citados por Alexopoulos et al. (1996), os ascos sdo produzidos a partir de
células ascdgenas que enfileiram a parede interna do peritécio, do qual eles sdo soltos;

eventualmente ficam espalhados por toda a cavidade.
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GRAFICO 08. Thielaviopsis paradoxa isolado como endofitico do fruto de pupunheira
(Bactris gasipaes). Relacdo entre fragmentos inoculados por planta e
freqiiéncia de isolamento.

Thielaviopsis paradoxa foi o end6fito mais freqiiente, com 228 isolados e
a planta 8 apresentou infec¢dao em todas as partes investigadas, embora o endocarpo e a
améndoa foram as mais preferidas (Grafico 08).

Ceratocystis paradoxa foi mais freqiiente no mesocarpo, enquanto seu
anamorfo Thielaviopsis paradoxa no endocarpo e améndoa (Fig. 02). Possivelmente
ambas espécies foram isoladas dos locais onde estao disponiveis os nutrientes que lhes

sdo necessarios. Rodrigues & Samuels (1990), ao isolarem endéfitos de folhas ndo

Costa Neto, P.Q.



Identificacdo de fungos endofiticos da pupunheira ... 50

expandidas de L. ramsayi, sugeriram que sua ocorréncia foi devida a transmissao por

meio de sementes do hospedeiro.

Essa aparente especificidade apresentada entre os isolados de T.
paradoxa e C. paradoxa talvez possa ser explicada pela transmissao de 7. paradoxa via
sementes do hospedeiro. Posteriormente, pela disponibilidade de nutrientes em fungdo
da diferenciacdo celular do hospedeiro, este endofito possa mudar da fase mitospdrica
para sua fase perfeita.

Mora-Urpi et al. (1997) descreveram essa espécie como patogeno de
frutos e sementes de pupunha. Hernandez et al. (1999) relataram 7. paradoxa atacando
raizes de pupunheira causando problemas no crescimento, bem como diminuindo o
rendimento e qualidade do palmito. Também ha ocorréncia de podridao basal em
pupunheira causada por 7. paradoxa (Pizinnatto et al., 1996).

Esse género ¢ saprofita e ataca diversos hospedeiros. Gonsalves &
Ferreira (2002b) citaram como patdégeno de S. officinarum, e Mota et al. (1992) ao
avaliarem o efeito do ensacamento de cachos de pupunha na redu¢do da incidéncia de
fungos, detectaram entre alguns, isolados de 7. paradoxa. Os autores os citaram como
patogeno de campo. Num reconhecimento fitossanitario realizado na Colombia, baseado
em um critério ecologico, foram detectados severos danos em frutos de pupunha

havendo citacdo para Thielaviopsis sp. (Pava et al., 1993).

FIGURA 06. Estruturas de reprodu¢do de Thielaviopsis paradoxa isolado do fruto de
Bactris gasipaes. A — cadeia de fialdsporos; B — aleuriosporos.
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Os endofitos de 7. paradoxa apresentaram cadeias de fialdésporos e
aleuriosporos escuros e ovoides (Fig. 06), sendo o conididforo pigmentado. Muitas
espécies de Ceratocystis produzem compostos volateis distintos que desempenham um
importante papel na atragdo de insetos vetores (Hanssen, 1993; Kile, 1993; Malloch &
Blackwell, 1993 citados por Alexopoulos ef al., 1996), estes incluem alcoois de cadeia-
curta e seus ésteres, € mono e sesquiterpenos, alguns dos quais sdo de interesse para uso
como compostos aromaticos (Alexopoulos et al., 1996).

Thielaviopsis paradoxa apresentou grande variedade tanto na coloragdo
das coldnias como no crescimento miceliano (Fig. 07). A cor variou do cinza claro ao
preto, ocorrendo verde oliva, e também, apds diversas subculturas alguns isolados
apresentaram micélio branco. Esse fungo apresenta crescimento extremamente rapido e
esporula abundantemente, exceto as colonias albinas. Foi observada a formacao de
setores, indicando que os fungos estavam pleomorfizando; e algumas colonias
formaram micélio aéreo, enquanto outras apresentaram pouca massa miceliana e
rasteira. Tais caracteristicas também foram observadas para Chalara elegans (sindnimo

de Thielaviopsis basicola) (Punja & Sun, 1999).

FIGURA 07. Crescimento miceliano de Thielaviopsis paradoxa isolado de frutos de
Bactris gasipaes (A). Estruturas de reproducdo, cadeias de aleuriésporos

(B).
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A questdao da transmissdao de microrganismos via semente ¢ um pouco
confusa. Vargas (1993) afirmou que os fungos normalmente ndo penetram nas sementes
antes da colheita do fruto; enquanto Mora-Urpi et al. (1997) citaram que infec¢des
causadas por fungos em sementes armazenadas, e durante a germinacdo sdo,
geralmente, devido ao excesso de umidade e/ou tratamento ndo apropriado com
fungicida. Mas, para Hernandez ef al. (1999), os fungos penetram nas sementes quando
estas sdo colocadas em condi¢des de germinagao, causando apodrecimento.

O fato da ocorréncia de endofitos em frutos de pupunha, quais sejam,
mesocarpo, endocarpo € améndoa, questiona a confirmagdo dos autores citados e
corrobora a posi¢do de Bacon & Siegel (1988) de que endofiticos sdo transmitidos, via
sementes, de uma geracdo para a proxima do hospedeiro. Essa informagdo merece ser
considerada quando medidas de controle fitossanitario forem adotadas no
armazenamento de sementes de pupunheira.

Houve isolamento de endofitos de todas as partes do fruto analisadas.
Portanto, os fungos isolados e citados como patdgenos para essa cultura merecem um
estudo posterior para verificar se realmente sdo patdégenos. Manulis et al. (1994)
conseguiram distinguir 1isolados patogénicos de ndo-patogénicos de Fusarium
oxysporium por meio de marcadores moleculares RAPD. Glienke (1999) encontrou
tanto isolados de Guignardia endofiticos como patogénicos de citrus, os quais puderam

ser distinguidos e bem caracterizados, também, por meio de marcadores RAPD.

5.3 Extracao e amplificacio do DNA ribossomal

Foi realizada a extracdo do DNA gendmico de 22 endofiticos de T.
paradoxa isolados do fruto da pupunheira. A quantificacdo por eletroforese em gel de
agarose 0,8% variou de 2,5 a 150 ng/uL.

A partir da quantificacdo do material extraido, foi realizada a
amplificacao do fragmento do DNA ribossomal desejado por meio da reagao de PCR. O
produto amplificado foi observado em gel de agarose 1,0% e seu tamanho estimado por
comparagdo com o marcador molecular de bandas DNA Ladder de 1 Kb, o qual foi de

aproximadamente 1600 pb.
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5.4 Seqiienciamento do DNA amplificado

Apo6s seqiienciamento dos produtos de PCR, todos foram submetidos a
uma busca no BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1997).
Todas as seqiiéncias tiveram um Unico resultado, ou seja, a busca no BLAST resultou
sempre no fungo Ceratocystis paradoxa (AF043607).

O alinhamento das 36 amostras totalizou 692 pares de bases, com
excegdo dos isolados 7. paradoxa (PP12.3-4.2, com 663 pb) e C. paradoxa (acesso no
GenBank n° AF275477, com 420 pb). Comparando-se o fragmento amplificado com o
acesso n° AF043607 do GenBank (C. paradoxa) foi confirmada a amplificagdo de parte
do ITS1, gene rDNA 5,8S e ITS2 completos, e parte da subunidade maior 28S.

5.5 Caracterizacao molecular

A estimativa da taxa de transi¢do/transversao foi de 1,2 e a propor¢ao de
bases nucleotidicas que compdem o DNA seqiienciado foi de 27,9% para adenina,
21,5% para citosina, 21,5% para guanina e 29,1% para timina. A propor¢do de sitios
invariaveis foi 0,476 e a estimativa do parametro gama foi de 0,57. O Indice de
Consisténcia (CI) foi de 0,897 e o Indice de Retengdo (RI) de 0,976.

Apo6s o seqiienciamento nucleotidico e seu alinhamento, foi observado
pouca diferenca entre os 22 endoéfitos isolados. Witthuhn ez al. (1999), trabalhando com
a mesma regido ora amplificada, observaram alta variabilidade entre espécies de
Ceratocystis. Os autores relataram que numerosas inser¢oes/delegdes dificultaram muito
o alinhamento das seqiiéncias. Entretanto, a subunidade maior do gene rRNA
apresentou-se relativamente conservada.

Dada a pouca variabilidade aparente entre os isolados, fez-se uma busca
de haplotipos com o Programa TCS (Clement et al., 2000). Do total de 22 isolados,
foram encontrados nove haplétipos. Os 22 isolados de frutos da pupunha foram obtidos
a partir das seguintes partes do fruto: dois do mesocarpo, dez do endocarpo e dez da
améndoa. Os haplétipos obtidos foram dois do mesocarpo, dois do endocarpo e cinco da
améndoa (Fig. 08). Dessa forma, existe uma maior diversidade haplotipica entre
isolados da améndoa e mesocarpo; o contrario ocorre entre os isolados do endocarpo,

que apresentaram uma similaridade nucleotidica maior.
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FIGURA 08. Haploétipos identificados com o Programa TCS. Foram obtidos nove
haplétipos de Thielaviopsis paradoxa: dois isolados do mesocarpo, dois
do endocarpo e cinco da améndoa. O hapldtipo com maior probabilidade
de ser o menos derivado esta representado no quadrado. O tamanho das
figuras indica a freqiiéncia dos haplotipos.

Do conjunto de hapldtipos identificados, sete se apresentaram com

seqiiéncias nucleotidicas distintas e somente dois (BP8.1P-2.3b e PP14.3-3.3)
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apresentaram mais de um isolado de 7. paradoxa (Fig. 08). Os isolados BP16.1E-4.1b e
BP17.3E-4.1a sdo idénticos ao haplétipo PP14.3-3.3, enquanto os demais isolados sdo
idénticos ao haplotipo BP8.1P-2.3b, sendo seis do endocarpo e cinco da améndoa.

O isolado PP12.3-4.2 apareceu completamente isolado dos demais. Tal
fato pode ter acontecido porque foi amplificado somente 663 pares de bases € o
complemento até 692, com auséncia de bases, pode ter influenciado nesse resultado,
pois quando analisamos seu alinhamento nucleotidico, até onde foi seqiienciado, havia

somente duas bases com alteragdes idénticas as apresentadas pelo haplétipo BP8.1P-2.3b.

Quando os haplétipos foram comparados com as plantas hospedeiras,
verificou-se a ocorréncia de mais de um isolado com seqiiéncia nucleotidica diferente
colonizando o mesmo hospedeiro. Os isolados BP16.1E-4.1b e BP17.3E-4.1a, idénticos
ao hapldtipo PP14.3-3.3, foram isolados de plantas distintas, do endocarpo e améndoa e
possuem a mesma seqliéncia nucleotidica. Os isolados representados pelo haploétipo
BP8.1P-2.3b também foram isolados de plantas distintas, bem como do mesocarpo,
endocarpo e améndoa. Na planta 17 foram identificados dois haplotipos diferentes
colonizando o endocarpo, BP17.3E-4.1a ¢ BP17.3E-4.2, na planta 13, outros trés
haplotipos colonizavam o endocarpo e améndoa e na planta 1, dois haplétipos BP1.3-
1.2 e BP1.3E-2.3 colonizavam o mesmo fruto.

Os isolados da planta 12 corresponderam a haplotipos diferentes e foram
isolados somente da améndoa. Da planta 14, os isolados BP14.1-4.1 da améndoa e
BP14.3E-2.2a do endocarpo, foram idénticos ao haplétipo mais freqiiente BPS.1P-2.3b,
que foi isolado do mesocarpo do fruto da planta 8, e o terceiro isolado PP14.3-3.3 foi
igual ao segundo mais freqiiente.

Por meio do método de distancia p - ndo corrigida, foram obtidas uma
matriz de distancia (anexo A) e uma arvore parcimoniosa pelo método de agrupamento
de vizinhos com tamanho de 139 passos para 692 caracteres avaliados. Destes, 583
pares de bases foram constantes e 109 varidveis, sendo que 80 foram informativos para

parcimonia (Fig. 09).
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FIGURA 09. Arvore de agrupamento de vizinhos produzida a partir de seqiiéncias de
692 pares de bases do rDNA do fungo endofitico Thielaviopsis
paradoxa. (verde=mesocarpo, azul=endocarpo, marrom=endosperma e

violeta=grupo externo).
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A matriz de distancias genética gerada pelo método de distancia p — ndo
corrigida mostrou pouca divergéncia genética entre os endofitos (anexo A). Os
endofitos que apresentaram maiores indices de distdncia genética entre si foram
BP1.3E-2.3 comparado aos BP7.5P-1.2 e BP13.2-1.1a (0,6% para ambos); cada um foi
isolado de partes diferentes do fruto, bem como de plantas diferentes. Em suas
seqiiéncias nucleotidicas foram observadas transversdes: no isolado BP1.3E-2.3 ocorreu
na base 523 a troca de citosina por adenina; no BP7.5P-1.2, na base 299 ocorreu troca
de citosina por guanina; ¢ no BP13.2-1.1a ocorreram trocas nas bases 151, de adenina
por citosina e 299, de citosina por guanina (anexo B).

Ceratocystis paradoxa (AF043607) apresentou maior distancia genética
dos endodfitos BP13.2-1.1a e BP1.3E-2.3 (1,3% para ambos). Nesses dois endofitos,
quando comparados com as outras amostras, inclusive C. paradoxa, na base 608 pode
ter ocorrido uma delecao.

As analises de distancia e parcimOnia foram muito semelhantes e
identificaram as amostras do presente trabalho como sendo de C. paradoxa, com valores
de consisténcia acima de 90% (Fig. 10). Na arvore de maxima parcimonia trés clados
maiores foram formados com espécies de Ceratocystis: C. polonica e C. virescens
formando um subgrupo menor, e C. radicicola e C. paradoxa, com valores de
consisténcia variando de 91 a 100%. C. paradoxa (AF043607) originou um grupo com
todos os isolados de Thielaviopsis e um dos acessos do GenBank, C. paradoxa
(AF275477). Esse grupo conteve trés subgrupos menores com baixos valores de
consisténcia, variando de 53 a 62% (Fig. 10). Esse grupo teve C. paradoxa (AF043607)
como ancestral comum e sugere que o conjunto de isolados de 7. paradoxa seja um
grupo monofilético (Paulin-Mahady et al., 2002), o que faz sentido geografico.

Nao houve a formagdo de grupos especificos por fragmento de
isolamento, entretanto, alguns haplotipos isolados do endocarpo e améndoa foram
agrupados juntos. Os dois hapldtipos do mesocarpo ficaram agrupados separados,
enquanto BP7.5P-1.2 formou um subgrupo com haplétipos da améndoa, BP8.1P-2.3b

formou outro subgrupo com um haploétipo da améndoa e dois do endocarpo (Fig. 10).
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FIGURA 10. Arvore consenso das 146 arvores obtidas pelo método de maxima

parcimonia (L=139, 1C=0,897, IR=0,976). Todos os isolados de
Thielaviopsis paradoxa ficaram agrupados tendo Ceratocystis paradoxa
(AF043607) como grupo irmdo. (verde = mesocarpo, marrom =
endocarpo, azul = endosperma e violeta = grupo externo).
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O haploétipo PP12.1-3.3.a ¢ o menos derivado dos isolados, o que
corresponde com sua posi¢ao da Figura 8, e o mais derivado ¢ o BP8.1P-2.3b, cuja
seqiiéncia nucleotidica corresponde a mais 11 isolados, localizado no topo da arvore
mais parcimoniosa (Fig. 10). Quatro haplotipos, sendo dois isolados da planta 13
(PP13.3E-1.2b e BP13.2-1.1a) e dois da planta 1 (BP1.3E-2.3 ¢ BP1.3-1.2), formaram
dois subgrupos. Em um deles ficaram dois isolados do endocarpo de cada planta, e no
outro, dois isolados da améndoa (Fig. 10).

Apesar do pouco polimorfismo observado entre as seqiiéncias
nucleotidicas do fragmento do DNA ribossomal amplificado foi possivel identificar
diferencas entre os isolados. Dada as diferencas nucleotidicas evidenciadas entre os
haplotipos, ¢ correto afirmar que mais de um endofito estava colonizando frutos do

hospedeiro Bactris gasipaes.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

A pupunheira possui endofitos em seus frutos, tanto no mesocarpo, como
no endocarpo ¢ améndoa, e estes foram dos grandes grupos ja definidos (fungos,

leveduras e bactérias).

A maior freqiiéncia de isolamento foi apresentada pelo par 7. paradoxa e
C. paradoxa, que mostraram certa especificidade por parte do fruto. C. paradoxa foi
isolado com maior freqiiéncia do mesocarpo, enquanto 7. paradoxa do endocarpo e

améndoa.

A ocorréncia de endofitos em sementes de B. gasipaes, sugere que ha

transmissao de microrganismos de uma geragao para a outra entre plantas.

Entre os 22 isolados de 7. paradoxa analisados, foram encontrados nove

haplétipos. Somente dois haplotipos com mais de um representante.

A maior variabilidade genética foi apresentada entre os endéfitos da

améndoa e a menor entre os endofitos do endocarpo.

A identificacdo do fungo 7. paradoxa através das suas estruturas de

reproducao foi confirmada com o sequenciamento de um fragmento do seu rDNA.
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ANEXO 01. Matriz de Distancia entre endodfitos de T. paradoxa isolados de B. gasipaes. Os taxons na cor verde foram isolados do mesocarpo, em vermelho do endocarpo e azul do
endosperma. Os outros individuos pertencem Ceratocystis sp. obtidos no GenBank e AF275509 e AF275482, de Chalara elegans.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 BP8.1P-2.3b -

2 BP13.3-2.2b 0.00000 -

3 BP1.6E-3.2 0.00000 0.00000 -

4 BP7.5P-1.2 0.00301 0.00301 0.00301 -

5 PP12.3-4.2 0.00000 0.00000 0.00000 0.00312 -

6 BP13.2-1.1a 0.00302 0.00302 0.00302 0.00301 0.00316 -

7 BP12.1-2.1a 0.00000 0.00000 0.00000 0.00301 0.00000 0.00302 -

8 PP15.3-4.2 0.00000 0.00000 0.00000 0.00301 0.00000 0.00302 0.00000 -

9 BP13.1-2.1b 0.00000 0.00000 0.00000 0.00301 0.00000 0.00302 0.00000 0.00000 -
10 PP13.2E-4.1a0.00000 0.00000 0.00000 0.00301 0.00000 0.00302 0.00000 0.00000 0.00000 -
11 pP17.3E-4.2 0.00000 0.00000 0.00000 0.00301 0.00000 0.00302 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -
12 ppPl14.3-3.3 0.00000 0.00000 0.00000 0.00151 0.00000 0.00150 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 -
13 PP15.3E-2.1 0.00000 0.00000 0.00000 0.0030L 0.00000 0.00302 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0©0.00000 0.00000
14 BpP14.1-4.1 0.00000 0.00000 0.00000 0.00301 0.00000 0.00302 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0©0.00000 0.00000
15 BP1.3-1.2 0.00150 0.00150 0.00150 0.00150 0.00156 0.00150 0.00150 0.00150 0.00150 0.00150 0.00150 0.00000
16 BP16.1E-4.1b0.00000 0.00000 0.00000 0.00151 0.00000 0.00150 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0©0.00000 0.00000
17 BP14.3E-2.2a0.00000 0.00000 0.00000 0.00301 0.00000 0.00302 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0©0.00000 0.00000
18 pP13.1E-2.1 0.00000 0.00000 0.00000 0.00301 0.00000 0.00302 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0©0.00000 0.00000
19 BP17.3E-4.1a0.00000 0.00000 0.00000 0.00151 0.00000 0.00150 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0©0.00000 0.00000
20 BP1.3E-2.3 0.00301 0.00301 0.00301 0.00602 0.00157 0.00602 0.00301 0.00301 0.00301 0.00301 0.00301 0.00301
21 PP13.3E-1.2b0.00150 0.00150 0.00150 0.00451 0.00000 0.00451 0.00150 0.00150 0.00150 0.00150 0.00150 0.00150
22 pPl2.1-3.3a 0.00000 0.00000 0.00000 0.00301 0.00000 0.00301 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
23 AF275477 0.00000 0.00000 0.00000 0.00292 0.00000 0.00537 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
24 AF043598 0.09580 0.09580 0.09580 0.09871 0.09890 0.09867 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580
25 AF043599 0.02281 0.02281 0.02281 0.02579 0.02403 0.02576 0.02281 0.02281 0.02281 0.02281 0.02281 0.02281
26 AF043600 0.09580 0.09580 0.09580 0.09871 0.09890 0.09867 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580
27 AF043601 0.05188 0.05188 0.05188 0.05489 0.05458 0.05484 0.05188 0.05188 0.05188 0.05188 0.05188 0.05188
28 AF043602 0.09580 0.09580 0.09580 0.09871 0.09890 0.09867 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580
29 AF043603 0.07325 0.07325 0.07325 0.07617 0.07700 0.07617 0.07325 0.07325 0.07325 0.07325 0.07325 0.07325
30 AF043604 0.09580 0.09580 0.09580 0.09871 0.09890 0.09867 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580
31 AF043605 0.09580 0.09580 0.09580 0.09871 0.09890 0.09867 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580
32 AF043606 0.09580 0.09580 0.09580 0.09871 0.09890 0.09867 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580
33 AF043607 0.01062 0.01062 0.01062 0.01212 0.01119 0.01365 0.01062 0.01062 0.01062 0.01062 0.01062 0.01062
34 AF043597 0.09580 0.09580 0.09580 0.09871 0.09890 0.09867 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580
35 AF275509 0.09580 0.09580 0.09580 0.09871 0.09890 0.09867 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580 0.09580
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Identificacdo de fungos endofiticos da pupunheira ...

36

AF275482 0.

09580

(continuagao do Anexo 01)

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

PP15.3E-2.1

BP14.1-4.1 0.
BP1.3-1.2 0.
BP16.1E-4.1b0.
BP14.3E-2.2a0.
PP13.1E-2.1 O.
BP17.3E-4.1a0.
BP1.3E-2.3 O.
PP13.3E-1.2b0.
PP12.1-3.3a 0.
AF275477 0.
.09580
.02281
.09580
.05188
.09580
.07325
.09580
.09580
.09580
.01062
.09580
.09580
.09580

AF043598
AF043599
AF043600
AF043601
AF043602
AF043603
AF043604
AF043605
AF043606
AF043607
AF043597
AF275509
AF275482

OO O OO OOOOOOooOo

13

00000
00150
00000
00000
00000
00000
00301
00150
00000
00000

0.

eNoNeoNoNoNeoNoNeoNoNeoloNoNoNoNoBoNoNoNoNoNoNe]

09580

14

.00150
.00000
.00000
.00000
.00000
.00301
.00150
.00000
.00000
.09580
.02281
.09580
.05188
.09580
.07325
.09580
.09580
.09580
.01062
.09580
.09580
.09580

0.

leNeoNeoloNoNoNoloNeolNoNoNololNoNoNoNo HoNoNoNo)

09580

15

.00000
.00150
.00150
.00000
.00451
.00301
.00150
.00290
.09718
.02427
.09718
.05335
.09718
.07466
.09718
.09718
.09718
.01213
.09718
.09718
.09718

0.

cNeoNoNoNoNoNolNoNoNoNoNolloNoNoNolNoNolNoNol

09871

16

.00000
.00000
.00000
.00301
.00150
.00000
.00000
.09580
.02281
.09580
.05188
.09580
.07325
.09580
.09580
.09580
.01062
.09580
.09580
.09580

0.

ecNoNeoleoNolNololoNeololololoNoNoNoNo o Ne]

09890

17

.00000
.00000
.00301
.00150
.00000
.00000
.09580
.02281
.09580
.05188
.09580
.07325
.09580
.09580
.09580
.01062
.09580
.09580
.09580

0.

cNeoNoNoNoNoNoloNoNololNolNoNoNoNolNoNo]

09867

18

.00000
.00301
.00150
.00000
.00000
.09580
.02281
.09580
.05188
.09580
.07325
.09580
.09580
.09580
.01062
.09580
.09580
.09580

0.

OO O OO ODODODODODOOOOOooOo

09580

19

.00301
.00150
.00000
.00000
.09580
.02281
.09580
.05188
.09580
.07325
.09580
.09580
.09580
.01062
.09580
.09580
.09580

0.

cNeoNoNoNoNoNoloNoNoNolNololNolNoNol

Costa Neto, P.Q.

09580

20

.00150
.00301
.00000
.09865
.02573
.09865
.05478
.09865
.07611
.09865
.09865
.09865
.01361
.09865
.09865
.09865

0.

[eNeoNeoNoNeoNoNoNolNolNoloNeNoNelNo)

09580

21

.00150
.00000
.09715
.02423
.09715
.05327
.09715
.07463
.09715
.09715
.09715
.01211
.09715
.09715
.09715

0.

lcNeoNoNoNoNoNoloNoNoNoNelNolNo]

09580

22

.00000
.09565
.02275
.09565
.05180
.09565
.07316
.09565
.09565
.09565
.01060
.09565
.09565
.09565

0.

eNeoNeoNoNoNoNoNoNoNoloNeNo)

09580

23

.13090
.03513
.13090
.07032
.13090
.10772
.13090
.13090
.13090
.01265
.13090
.13090
.13090

0.

OO O OO0 OO OooOo

09580

24

.09133
.00000
.09675
.00000
.10534
.00000
.00000
.00000
.09447
.00000
.00000
.00000
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25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

AF043599
AF043600
AF043601
AF043602
AF043603
AF043604
AF043605
AF043606
AF043607
AF043597
AF275509
AF275482

e eoNoNoNoNoNoNoNoNoNe]

25

.09133
.04696
.09133
.06750
.09133
.09133
.09133
.02436
.09133
.09133
.09133

[ecNeocNoNoNoNoNoNoNoNo]

26

.09675
.00000
.10534
.00000
.00000
.00000
.09447
.00000
.00000
.00000

O OO OO OoOoOooo

27

.09675
.05587
.09675
.09675
.09675
.04288
.09675
.09675
.09675

o eoNoNoNoNoNeNel

28

.10534
.00000
.00000
.00000
.09447
.00000
.00000
.00000

O OO OO oo

29

.10534
.10534
.10534
.06577
.10534
.10534
.10534

[eNeoNoNoNoNe]

30

.00000
.00000
.09447
.00000
.00000
.00000

o O O oo

31

.00000
.09447
.00000
.00000
.00000

o O O o

Costa Neto, P.Q.

32

.09447
.00000
.00000
.00000

33

0.09447
0.09447
0.09447

34

0.00000
0.00000

35

0.00000

36
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ANEXO 02. Seqliéncias nucleotidicas de parte do gene ribossomal, com 692 pb, de enddfitos de Thielaviopsis paradoxa isolados de Bactris gasipaes. Os individuos destacados na
cor verde foram isolados do mesocarpo, em vermelho do endocarpo, em azul do endosperma e os sitios polimérficos estdo em marrom. Em preto, seqiiéncias de
Ceratocystis e em violeta, de Chalara elegans obtidas no GenBank.

[ 1 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 ]
[ 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 ]
#BP8.1P-2.3b GGATTTGCCG GTAGCAC--A AACAAACTCT TTA-TATTTC TAGAGAATT- --ATTCATTG CTGAGTGGCA
#BP13.3-2.2D .ttt eeeeean P e e T e eeeae aereeeean e e
FBPL.O6E-3.2 ittt eeeeaan e e e T e et e T e e e e
#BP7.5P-1.2 it e e e e T et e e e
#PP12.3-4.2 e e e e e e e e
#BP13.2-1.18 vutirinn e e, T e e e e e
#BP12.1-2.13  tuiiiiiine e e e T e e e e e
#PP15.3-4.2 et e e e ettt heeeeeaas e e e
#BP13.1-2.1D  tiiiiiiie e e e T et iee eeeeeeean e e
#PP13.2E-4.13 ®uvurrnnnne cunnnnn e P, T et e e e
#PP17.3E-4.2 ittt e e P, T e e e e e
HPP14.3-3.3 i e e e e e T e e e e T e e e
#PP15.3E-2.1 ittt e e e e T e e e e e
#BP14.1-4.1 i e e e T et tee e e e e
#BPL1.3-1.2 i e e, T e e e e e
#BP16.1E-4.1b v cunnnnn e it T et e e e e
HBPL14.3E=2.28 tureerennne tanennn e e e e T e e e i e T e e e
FPPI3.1E-2.1 tiiiiiinn e e e e T e nenee caeaeaean e i e e
#BP17.3E-4.13 ®uverrnnnne cunnnnn e P, T e e e e
FBPL.3E-2.3 ittt eeeeaan e e e e T e et e T e e e e
#PPI3.3E-1.2D vevvirnnne vunennn e e e e T e et e T e e e e
#PP12.1-3.38  tuiiiiiiin e e e T et iee e eeeeeean e e
#AF275477T e e e e T e et e e e e
#AF043598 .TT.CovtA oo . T.T--T Tevenenn.. CTTA . et e ot e e T
#AF043599 LALCCL. . A LCLo.To T tieeeeenn. T e e T —— it etere ererennnns
#AF043600 .TT.C....A T.T--T Tevevunn.. CTTA . i e e e e T
#AF043601 A.TCC..... e T.TTT. G.A....... FO N
#AF043602 .TT.Co.otA oo .T.T--T Tevennenn.. o TTA e e ot e e T..
#AF043603 AAG.C..... T.TTTT A.CT..T LTT - Ao..... T
#AF043604 .TT.C....A T.T--T Tevevunn.. CTTA . i e e e e e T
#AF043605 .TT.C....A T.T-——T Tevevenn.. CCTTA L e e e e e T
#AF043606 .TT.Co...A ... .T.T--T Tevernenn.. B N e e T..
#AF043607 e e e e e e T e e et e T e e e e
#AF275509 IT.CovvlA oo T T—-T Tewiennn CCTTA . e e e e e T..
#AF275482 IT.CovvlA 0 T T—-T Tewieenn CTTA . e e e e e T..
#AF043597 .TT.C....A T.T--T Tevevnnnn. CTTA e e e e T
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(Continuagéo do Anexo 02)

[
[
[
#BP8.1P-2.
#BP13.3-2.
#BP1.6E-3.
#BP7.5P-1.
#PP12.3-4
#BP13.2-1
#BP12.1-2.
#PP15.3-4
#BP13.1-2

#PP13.2E-4.
#PP17.3E-4.

#PP14.3-3.

#PP15.3E-2.

#BP14.1-4.
#BP1.3-1.2

#BP16.1E-4.
#BP14.3E-2.
#PP13.1E-2.
#BP17.3E-4.

#BP1.3E-2.
#PP13.3E-1
#PP12.1-3.
#AF275477
#AF043598
#AF043599
#AF043600
#AF043601
#AF043602
#AF043603
#AF043604
#AF043605
#AF043606
#AF043607
#AF275509
#AF275482
#AF043597

3b

1

3
.2b
3a

1

7777777778 8888888889 9999999990
1234567890 1234567890 1234567890
TTAACTAAAT AAGTTAAAAC TTTCAACAAC

T.AC...A T.........
T.AC...A T.........
..... AT e
T.AC...A T.........
..... AT e
T.AC...A T.........
T.AC...A T.........
T.AC...A T.........
T.AC...A T.........
T.AC...A T.........
T.AC...A T.........

1111111111
0000000001
1234567890
GGATCTCTTG

1111111111
1111111112
1234567890
GCTCTAGCAT

Costa Neto, P.Q.

1111111111 1111111111
2222222223 3333333334
1234567890 1234567890
CGATGAAGAA CGCAGCGAAA

]
]
]
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(Continuagéo do Anexo 02)

[ 1111111121 111211111211 111211221211 1211121212271 1112111111 1111111112 2222222222
[ 4444444445 5555555556 6666666667 7777777778 8888888889 9999999990 0000000001
[ 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890
#BP8.1P-2.3b TGCGATACGT AATGTGAATT GCAGAACTCA GTGAATCATC GAATCTTTGA ACGCACATTG CACCTGGCAG
E= = TG T o
BB P L. B =3 .2 ittt et e et eeeeee et tee e eeeeeeeeee et e
== A =t
#PP12.3-4

#BP13.2-1

E 0= - O
#PP15.3-4

#BP13.1-2

FPPLI3.2E =4 .1@ tveeettnnne teneeeeae ettt eeee ettt e e
FPPL7 .3 4.2 ittt ittt e et et eeee et teeeee e e e
2= T T
= I TG s
2= e
== E
E 20 = G T s I o
FBPLA . 3E 2128 tutettttnne ettt et et et ettt e e
FPPLI3.IE =201 ittt ittee teeeee e et eeee ettt et e
FBPL7 . 3 =4 .1a ittt ttnne ettt et eeee e teeeee e e eee e
E2 0= G e T
= I T ) s 4 < S
E 0 =t I TN - I
7 2 e P
#AF043598 ....... 2 T e e e e e et ettt e .G...A....
N 075G 1 Y Gevvnnnnn
#AF043600  ....... Ate it e T et ettt ettt et e e .G...A....
FAF043601  ii it it e e P T
#AF043602 ....... 2 T e e e e et et ettt e .G...A....
FAF043603 et e e e T et it ittt ettt eee e Gevennnnn
#AF043604 ....... Ate ettt e T et e ettt ettt et e e .G...A....
#AF043605 ....... Aie et e P .G...A....
#AF043606 ....... 2 T e e e e e et ettt e .G...A....
#AF043607 it e e T e et ettt ettt et e e T
#AF275509 ....... Ar et e T e et ettt ettt et e e .G...A....
#AF275482 ....... Ate ittt e T et e ettt ettt et e e .G...A....
#AF043597 ....... Aie it e P .G...A

Costa Neto, P.Q.
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(Continuagéo do Anexo 02)

[

[

[
#BP8.1P-2.3b
#BP13.3-2.2b
#BP1.6E-3.2
#BP7.5P-1.2
#PP12.3-4
#BP13.2-1
#BP12.1-2.1a
#PP15.3-4
#BP13.1-2
#PP13.2E-4.1a
#PP17.3E-4.2
#PP14.3-3.3
#PP15.3E-2.1
#BP14.1-4.1
#BP1.3-1.2
#BP16.1E-4.1b
#BP14.3E-2.2a
#PP13.1E-2.1
#BP17.3E-4.1a
#BP1.3E-2.3
#PP13.3E-1.2b
#PP12.1-3.3a
#AF275477
#AF043598
#AF043599
#AF043600
#AF043601
#AF043602
#AF043603
#AF043604
#AF043605
#AF043606
#AF043607
#AF275509
#AF275482
#AF043597

2222222222
1111111112
1234567890
CATTCTGCCA
Toooo... T
Tooooooon
Toooo... T
Toovn..
Toooo... T
Tooooooon
Toooo... T
T.o.oo.... T
Toooo... T
Tooooooon.
Toooo... T
T.ooo.... T
T.o.o..... T

2222222222
2222222223
1234567890
GGTATGCCTG

2222222222
3333333334
1234567890
TCCGAGCGTC

2222222222
4444444445
1234567890
ATTTCACCAC

2222222222
5555555556
1234567890
TCAAGCTCTG
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2222222222
6666666667
1234567890
CTTGGCGTTG

2222222222
7777777778
1234567890
GAGGACCCGC
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[

[

[
#BP8.1P-2.
#BP13.3-2
#BP1.6E-3.
#BP7.5P-1.
#PP12.3-4
#BP13.2-1
#BP12.1-2.
#PP15.3-4
#BP13.1-2
#PP13.2E-4
#PP17.3E-4
#PP14.3-3.
#PP15.3E-2
#BP14.1-4.
#BP1.3-1.2
#BP16.1E-4
#BP14.3E-2

#PP13.1E-2.

#BP17.3E-4
#BP1.3E-2.
#PP13.3E-1
#PP12.1-3.
#AF275477
#AF043598
#AF043599
#AF043600
#AF043601
#AF043602
#AF043603
#AF043604
#AF043605
#AF043606
#AF043607
#AF275509
#AF275482
#AF043597

3b

.2b

2
2

.2
.la

la

.2
.1b

.la
.2
3
.1
1

.1b
.2a
1
.la
3
.2b
3a

2222222222
8888888889
1234567890

..TTTCTT. .
C.TGTC-ACA

C.TGTC-ACA
TGTTT--TCA
C.TGTC-ACA
C.TGTC-ACA
C.TGTC-ACA
C.TGTC-ACA
.TGTC-ACA
C.TGTC-ACA

Q

2222222223 3333333333 3333333333 3333333333
9999999990 0000000001 1111111112 2222222223
1234567890 1234567890 1234567890 1234567890
GCGGGCCGC- GAAATGAATC GGCTGTTATA CTTGCAGCTT

Costa Neto, P.Q.

3333333333
3333333334
1234567890
CCCTGCGTAG

3333333333
4444444445
1234567890
TAATT----T
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[ 3333333333 3333333333 3333333333 3333333333 3333333334 4444444444 4444444444 )
[ 5555555556 6666666667 7777777778 8888888889 9999999990 0000000001 1111111112 ]
[ 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 ]
#BP8.1P-2.3b TGTGTTACGC TTTGAAACTC TTGTACTACA T-GCCGTTAA ACCC------ ATCAATTT-- -TTTGAAAGG
HFBPL13.3=2.2D ittt et e e e e e eTTTT T e e e
FBPL.6E=3.2 ittt heeeeeaeee e T e e Ptk —— e e
FBPT7.5P=1.2 ittt e e e B ttnta e S e it
FPPL12.3=4.2 e e et e i, RN
FBPL13.2-1.18 teeeettine e e e P it e
FBP12.1-2.08  ttietieie et e e B ettt —— .
FPPL5.3-4.2 it e e et —— e
FBP13.1-2.1D ittt ittt e e e it i
FPPI3.2E=4.18 tuveerennn tennnnenee vaneennnnn e it e
FPPL7.3E=4.2 ittt ttine tianae e e e P i —— e
FPPL4.3-3.3 ittt e e e B ettt —— — e
FPPI5.3E=2.1  tiiit it et e e i i
FBPLA.1-4.1 ittt ittt e e e it e
HFBPL.3=1.2 i et e e e TTTT T i e e
FBPL6.1E=4.1D titeteiein teeeaeaeae e T e Bt P e
FBPL4A.3E=2.28 tuuuerrnnn tetnnnaat e e i e
FPPI3.1E-2.1  tttieitiins ettt e e i i
FBPL7.3E=4.18 «uuuerennn terannanee saneannnan e P i —— e
FBPL.3E=2.3 ittt heeeeeaeee e T e Bt P e e
FPPI3.3E-1.2D 4ttt iiine ettt e e i e
FPPL2.1-3.38 ittt ittt e T e e eTTTT T e e RN
FAF2T754TT et e et e e i —— .. --
#AF043598 .......... ceC e e G... .T..... A.. ..AA-————- -A.C.C..TT T.GAA.....
#AF043599 i e e e G...C-————— ........ AT Tovvvnnnn.
#AF043600 .......... G G.ov'v Tu.... A.. ..AA-————- -A.C.C..TT T.GAA.....
#AF043601 B R L.T...A... .C..... A.. ....————CC C.....———- e
#AF043602 ..., ceC e e G... .T..... A.. ..AA-————- -A.C.C..TT T.GAA.....
#AF043603 CTAT . o sA ettt it e ieeinnn e A.. ....TCAATT C.TT...GAA A.........
#AF043604 .......... e C e e G.ov'v .Tu.... A.. ..AA-————- -A.C.C..TT T.GAA.....
#AF043605 .......... e Ci e e G... .T..... A.. ..AA--———- -A.C.C..TT T.GAA.....
#AF043606 .......... ceC e e G... .T..... A.. ..AA-————- -A.C.C..TT T.GAA.....
#AF043607 P e e e e e e [ i
#AF275509 ..., e C e i G.o.. .Tu.... A.. ..AA--———- -A.C.C..TT T.GAA.....
#AF275482 ..., G e Gov'v .Tu.... A.. ..AA--————- -A.C.C..TT T.GAA.....
#AF043597 L......... e Ci e G... .T..... A.. ..AA--————- -A.C.C..TT T.GAA.....
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Identificacdo de fungos endofiticos da pupunheira ...

(Continuagéo do Anexo 02)

[ 4444444444 4444444444 4444444444 4444444444 4444444444 4444444444 4444444444
[ 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 7777777778 8888888889
[ 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890
#BP8.1P-2.3b TTGACCTCGG ATCAGGTAGG AATACCCGCT GAACTTAAGC ATATCAATAA GCGGAGGAAA AGAAACCAAC
E= = TG T o
BB P L. B =3 .2 ittt et e et eeeeee et tee e eeeeeeeeee et e
FBPT7.5P=1.2 ittt e e e ettt ettt ettt e e
#PP12.3-4

#BP13.2-1

E 0= I -
#PP15.3-4

#BP13.1-2

FPPLI3.2FE=4.1@ teeettnnne teneetean ettt eeee ettt e eee e
FPPL7 .3 4.2 ittt et iate e et eee e eaee e eeee et teeeee et e e
2= T T T
= I TG s
== I e
== E
E2 0= I G T s I o O
= I R ) =
FPPLI3.IE =201 ittt ittee t et et eeee ettt e e
FBPL7 . 3 =4 .1@ ueeettnne teaaee e et eeee et teeeee e e eeee e
E2 0= G e T
0= G TG ) s < S
E 0 = I TN - I
$AF275477T  mmmmmmmm e e e e e s
N 017G X e e
FAF 043590 i e et ettt e e ettt e
FAFO0A3600 it e e et et e et et et e e e et e
FAFOA360L ittt e e e e e e e e e e et e e e e T e ettt e
N 0 Y 0 e e e
N 017 Y 0 e it e
NN 0 G Y 0 e ettt e
OGS 0 T ettt e
FAF 043606 ittt e e e ettt e e et e
#AF043607 it e e E Pt e et e
FAF275500 ittt et ettt et e e e et e
N G W e ettt e
HAF 043597 e e e e e e e e et e e e T e e et e

Costa Neto, P.Q.



Identificacdo de fungos endofiticos da pupunheira ...

(Continuagéo do Anexo 02)

[ 4444444445 5555555555 5555555555 5555555555 5555555555 5555555555 5555555555
[ 9999999990 0000000001 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556
[ 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890
#BP8.1P-2.3b AGGGATTGCC CTAGTAACGG CGAGTGAAGC GGCAACAGCT CAAATTTGAA ATCTGGCTAC TTTGTAGTCC
E= = TG T o
BB P L. B =3 .2 ittt et e et eeeeee et tee e eeeeeeeeee et e
== A =t
#PP12.3-4

#BP13.2-1

E 0= -
#PP15.3-4

#BP13.1-2

FPPLI3.2E=4.1@ ettt tetneeeeae ettt eeee et teeeee e e eee e
FPPL7 .3 4.2 ittt aee et et eeee et teeeee e e e
2= T O
0= I TG s
== e P
== E
E2 0= G T s I o O
= I R ) =
FPPLI3.IE =201 ittt iitee t ettt et eeee ettt et e
FBPL7 3 =4 .1a ieeettane teeaee e et eeee e teeeee e e eee e
FBPL.3E=2.3 ittt heeeeeaeee e S
= G TG ) s 4 <
E 0 =t I TN - I
$AF275477T  mmmmmm e m e e e e s
#AF043598 T e ettt et e e e e e e
#AF043599  .......... T et teeee teeeennn e e e e e e e e
#AF043600 e T e e e e S e e e e e ettt e he e e
#AF043601 e T e Tt eeeenn B P
#AF043602 T e et ieee eeeaeean e e e e e e
#AF043603 T Teveennnnn B T.
#AF043604 e T e e e e S e e e e et ettt e e e i
#AF043605 e T e T e e T e e e e et e i
#AF043606 T e it ieee e e e e e e e e
#AF043607 e Tttt e e e e e e e et e e
#AF275509 e N e e e e e e e e e e e
#AF275482 e T e e e e S e e e e ettt et ee e ot
#AF043597 e T e T e e T e e e e e et e e
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Identificacdo de fungos endofiticos da pupunheira ...

(Continuagéo do Anexo 02)

[

[

[
#BP8.1P-2.3b
#BP13.3-2.2b
#BP1.6E-3.2
#BP7.5P-1.2
#PP12.3-4
#BP13.2-1
#BP12.1-2.1a
#PP15.3-4
#BP13.1-2
#PP13.2E-4.1a
#PP17.3E-4.2
#PP14.3-3.3
#PP15.3E-2.1
#BP14.1-4.1
#BP1.3-1.2
#BP16.1E-4.1b
#BP14.3E-2.2a
#PP13.1E-2.1
#BP17.3E-4.1a
#BP1.3E-2.3
#PP13.3E-1.2b
#PP12.1-3.3a
#AF275477
#AF043598
#AF043599
#AF043600
#AF043601
#AF043602
#AF043603
#AF043604
#AF043605
#AF043606
#AF043607
#AF275509
#AF275482
#AF043597

5555555555
6666666667
1234567890
GAGTTGTAAT

5555555555
7777777778
1234567890
TTGTAGAGGA

5555555555
8888888889
1234567890
TGCTTTTGGT

5555555556
9999999990
1234567890
GAGGTGCCTT

- CGT
- CGT
- CGT
- CGT
- CGT
- CGT
- CGT
- CGT
- CGT

6666666666 6666666666 6666666666
0000000001 1111111112 2222222223
1234567890 1234567890 1234567890
CCGAGTT-CC CTGGAACGGG ACGCCATAGA
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Identificacdo de fungos endofiticos da pupunheira ...

(Continuagéo do Anexo 02)

[ 6666666666 6666666666 6666666666 6666666666 6666666666 6666666666 66]
[ 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 7777777778 8888888889 99]
[ 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 12]
#BP8.1P-2.3b GGGTGAGAGC CCCGTACGGT TGGATGCCAA ACCTTTGTAT AGCTCCTTCA ACGAGTCGAG TA
F= = TG T ) o

BB P L . B =32 ittt e et eeeeee ettt tee et eeeeeeaeee e
2= A =t
#PP12.3-4

#BP13.2-1

E == I e
#PP15.3-4

#BP13.1-2

FPPLI3.2FE=4.1@ ettt tenneeeenn ettt eeeeeaeee teeee e e
FPPL7 .3 4.2 ittt et taee e et et et et eeeee e e
== e T T
0= I TG s
== O e

= =R E

E 2= G I e s I o
FBPLA.3E 2,28 tuteettnnne ettt e h ettt et e
0= G T I

E 20 = G ) s I R
FBP L .3 E=2.3 ittt ittt heeeeeeeee et te e eeeeaeaea L.l WAL
FPPL3.3E =1 .2D ittt tiiiee ettt et et e teee e, Lol WAL

E 0 = I TG ..
$AF275477T  mmmmmmmm e e e e -
#AF043598 L. e 2 N [

N 075G 1 R
#AF043600 it e Ao LB B e e e [
#AF043601 it iiee e DO O
#AF043602 i e A.. .A...
FAF043603 et e e e
#AF043604 it e A.. .A..
#AF043605 .t e A.. .A...
$AF043606 it e A.. .A.. ...
#AF043607 it e S
#AF275509 it e A..
#AF275482 et e A..
#AF043597 et e A..

o
>
@
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