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RESUMO

Enddfitos sdo microrganismos, cultivaveis ou nao, que habitam o interior dos tecidos
vegetais, sem causar danos ao hospedeiro e que nao desenvolvem estruturas
externas visiveis. Estes microrganismos podem proteger a planta hospedeira contra
pragas e doengas e tem sido considerados importante fonte de compostos bioativos.
Plantas de regides tropicais apresentam grande diversidade de microrganismos. O
Estado de Sao Paulo é o maior produtor brasileiro de uva de mesa predominando a
variedade Niagara Rosada (Vitis labrusca L.). Diante do exposto o presente trabalho
teve por objetivos: i) Caracterizar e estudar a diversidade de fungos endofiticos
associados a Niagara Rosada em vinhedos comercial e agroecolégico em duas
regides do Estado de S&o Paulo; ii) Avaliar o potencial de antagonismo dos endofitos
contra Fusarium sp. e Botrytis sp. e iii) Bioprospecgdo de fungos capazes de
produzir compostos com atividade antimicrobiana. A diversidade de fungos
endofiticos isolados foi avaliada por meio de analise morfolégica e seqlenciamento
do rDNA, e a correlacdo dos dados ambientais com a ocorréncia dos grupos
fungicos (ordens) foi realizada pela Analise de Redundéancia (RDA). Dessa forma,
foram isolados 275 fungos endofiticos, sendo a comunidade fungica de Vitis
labrusca L. composta por isolados pertencentes aos filos Ascomycota e
Basidiomycota. A diversidade genética dentro desta comunidade é grande, e os
géneros mais freqlientemente encontrados foram: Alternaria, Botryosphaeria,
Colletotrichum, Daldinia, Diaporthe, Fusarium, Guignardia, Nodulisporium,
Pestalotiopsis, Phoma e Schizophyllum. Nas folhas, foi observada maior frequéncia
de isolamento (F.l.) que em caule, porém, isolados de caule apresentam maior
capacidade de antagonismo a fungos fitopatogénicos. A cultura agroecolégica
apresentou valores de F.l., em tecido foliar, maiores que os encontrados em videiras
em cultura comercial. A temperatura foi o fator mais importante atuando tanto na
quantidade quanto na composi¢cédo de fungos endofiticos da comunidade fungica de
V. labrusca var. Niagara Rosada. Nos experimentos de antagonismo, in vitro, contra
Fusarium sp. e Botrytis sp., foi observada maior porcentagem de inibicdo e
intensidade nas reagdes contra Botrytis sp. Foram testados os extratos brutos de 78
enddfitos contra Bacillus subtillis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Xanthomonas axonopodis e Candida albicans. O isolado 2J2DFT6 produziu um
composto com potente atividade antimicrobiana, capaz de inibir fortemente a
levedura e as bactérias testadas. A anadlise filogenética do isolado 2J2DFT6
evidenciou que este pertence ao género Fusarium sendo possivelmente da espécie
Fusarium solani. A extracdo do composto bioativo com solventes orgéanicos
evidenciou que a fase cloroférmio preservou bioatividade, e a analise por Fourier
Transform Infrared - Attenuated Total Reflectance (FTIR/ATR) apresentou bandas
caracteristicas de ésteres contendo radicais ciclicos alifaticos, como ocorre nos
derivados contendo esqueletos taxolicos. O presente trabalho € o primeiro estudo
realizado com videiras da espécie V. labrusca com relagédo a comunidade de fungos
endofiticos em uvas de mesa.

Palavras chave: fungos endofiticos; Vitis labrusca; biocontrole, compostos
bioativos.



ABSTRACT

Endophytic fungi are those, cultivable or not, that live in the inner plant parts causing no
harm to host and that do not develop external structures, excluding in this way
mycorrhizal fungi. These fungi may protect the host plant against diseases and pests
and have been considered an important source for bioactive compounds. Previous
studies have shown that plants from tropical areas present a great microbial diversity,
which could be exploited for biotechnological purposes. The State of Sdo Paulo is the
major Brazilian producer of table grape, mainly the Niagara Rosada (Vitis labrusca L.)
variety. Therefore, the objectives of the present work were: i) evaluate the fungal
endophytic community associated to stems and leaves of V. labrusca cultivated in agro
ecological and conventional orchards; ii) evaluate the ability of these endophytic fungi to
inhibit Fusarium sp. and Botrytis sp. and iii) evaluate the ability of most frequent fungi to
inhibit pathogenic bacteria. The endophytic fungal diversity was evaluated by
morphological and molecular analysis. The correlation of this genetic and physiological
diversity with environmental data was evaluated by Redundancy Analysis (RDA).
Endophytic fungi (275 isolates) were consistently isolated from stems and leaves and
showed that this community is composed by the Ascomycota and Basidiomycota
phylum, being Alternaria, Botryosphaeria, Colletotrichum, Daldinia, Diaporthe,
Fusarium, Guignardia, Nodulisporium, Pestalotiopsis, Phoma and Schizophyllum the
most frequent genera. The isolation frequency (IF) in leaves was higher than in stems.
However, the population obtained from stems was more efficient to inhibit Fusarium sp.
and Botrytis sp. phytopathogens. The IF from leaves of plants cultivated in agro
ecological systems was higher than that cultivated in conventional system. Also, the
results showed that the temperature was the most important factor on diversity and
density of endophytic community of V. labrusca var. Niagara Rosada. The endohytic
fungi were able not only to inhibit Fusarium sp. and Botrytis sp. but also Bacillus
subtillis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Xanthomonas axonopodis and
Candida albicans. The isolate 2J2DFT6, which was identified as Fusarium solani,
produced an antimicrobial compound that was able to inhibit all essayed
microorganisms. This compound was partially purified and characterized by Fourier
Transform Infrared - Attenuated Total Reflectance (FTIR/ATR) analysis, revealing the
esters characteristics with aliphatic cyclic radicals, similary those observed in
compounds containing taxolic scaffold. The present study was the first attempt to reveal
the fungi endophytic diversity inside V. labrusca cultivated in Brazil.

Keywords: endophytic fungi; Vitis labrusca; biocontrol, bioactive compounds.
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1 INTRODUCAO

Microrganismos endofiticos sado todos aqueles cultivaveis ou nao, que
habitam o interior dos tecidos vegetais, sem causar mal ao hospedeiro e que nao
desenvolvem estruturas externas (AZEVEDO; ARAUJO, 2007). Fungos colonizando
plantas internamente tém sido descritos praticamente em todas as espécies
examinadas. Embora muitos desses fungos sejam fitopatdgenos, um numero
consideravel de isolados sdo endofiticos e geralmente colonizam os espacgos
intercelulares e os tecidos vasculares (WILSON, 1995). A diversidade de fungos
endofiticos encontrada nas espécies de plantas tropicais tem sido maior do que nas
espécies de clima temperado (ARNOLD et al., 2003; AZEVEDO; ARAUJO, 2007).

Endofitos possuem a capacidade de produzir alteragdes fisioldgicas e outros
efeitos benéficos na planta hospedeira, como protegdo contra doengas e pragas,
aumento da taxa de crescimento pela producdo de reguladores de crescimento
vegetal, inducdo de resisténcia sistémica contra patdégenos, e reduzindo a herbivoria
pela produgdo de substancias inseticidas no interior da planta. (WHITE & COLE,
1985; WAGNER & LEWIS, 2000; VARMA et al., 1999; AZEVEDO; ARAUJO, 2007)

Em virtude das vantagens que a planta hospedeira usufrui pela simbiose que
mantém com a comunidade endofitica, diversos estudos, inclusive sobre producao
de metabdlitos secundarios com propriedades de interesse da industria quimica e
farmacéutica, tém sido desenvolvidos (STROBEL & DAISY, 2003; SELOSSE et al.,
2004).

Aspectos da biologia e inter-relacdo de endofitos com seus respectivos
hospedeiros fazem parte de um campo vasto e pouco explorado. Desta maneira,
informacdes anteriores sobre determinadas espécies de plantas e sua microbiota
associada, podem ser extremamente importantes no direcionamento de pesquisas
para produtos bioativos (STROBEL & DAISY, 2003; ZHANG et al., 2006).

O Estado de Sao Paulo responde pela maior parcela da producéo brasileira
de uva de mesa, dentre as variedades cultivadas classificadas como uvas do tipo
comum de mesa, o cultivo da variedade Niagara Rosada predomina. O isolamento e
caracterizagdo de microrganismos endofiticos de plantas hospedeiras ainda n&o

estudadas possibilitam a descoberta de novas espécies com potencial para produzir
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novas substancias de interesse tais como compostos com atividade antimicrobiana
que sado de extrema importancia para industria farmacéutica, uma vez que as
bactérias adquirem resisténcia aos antibioticos e novas drogas s&o necessarias para
combaté-las. (STROBEL & DAISY, 2003)

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivos gerais isolar e
caracterizar a comunidade fungica endofitica da cultivar Vitis labrusca L. variedade
Niagara Rosada em vinhedos tratados ou ndo com fungicidas, testar o potencial de
antagonismo dos isolados contra os fungos fitopatogénicos Fusarium sp. e Botrytis
sp. e fazer a bioprospecgao de isolados capazes de produzir compostos com

atividade antimicrobiana.

1.1 Conceitos

Apesar de os microrganismos endofiticos terem sido mencionados pela
primeira vez no inicio do século XIX, quem primeiro delineou a diferenca entre eles e
os patogenos de plantas foi Bary (1866). Apenas no século XX no fim dos anos 70, é
que os microrganismos endofiticos comegaram a adquirir importancia, quando foi
verificado que eles apresentavam interacbes simbidticas com o hospedeiro,
protegendo as plantas do ataque de insetos, de doengas e de mamiferos herbivoros
(PETRINI et al., 1991).

Microrganismos endofiticos, como podem ser chamados, eram considerados
quaisquer microrganismos que em pelo menos uma parte do seu ciclo de vida,
colonizavam o interior de tecidos vegetais aéreos sem causar danos aparentes a
planta hospedeira (CARROLL, 1986; PETRINI et al., 1991).De outra forma mais
abrangente, enddfitos puderam ser considerados como microrganismos que eram
isolados de tecidos vegetais desinfectados superficialmente ou do interior destes, e
gue nao causavam danos aparentes a planta hospedeira (HALLMANN et al., 1997).
Apesar de esta definicao ter englobado os microrganismos endofiticos que habitam
partes internas da planta, ainda ndo era completo por excluir ou simplesmente omitir
as populacdes microbianas ndo cultivaveis dificeis de sobreviver em condi¢cbes de

laboratério, e por isso pouco estudadas (ARAUJO et al., 2003). Ainda, os enddfitos
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foram definidos como microrganismos que habitam tecidos internos da planta sem
causar qualquer efeito negativo imediato (BACON & WHITE, 2000). Uma definicdo
de endofitos mais ampla diz que: Endoéfitos sdo todos microrganismos cultivaveis ou
nao, que habitam o interior dos tecidos vegetais, sem causar mal ao hospedeiro e
que nao desenvolvem estruturas externas, excluindo desta maneira bactérias
nodulantes e fungos micorrizicos que embora endofiticos, sdo estudados de maneira
separada (AZEVEDO; ARAUJO, 2007) e mais recentemente Mendes e Azevedo
(2007) propuseram uma redefinigdo do termo “microrganismo endofitico”, divindo os
enddfitos em dois tipos, sendo a) tipo |, os que ndo produzem estruturas externas a
planta e; b) tipo Il, os que produzem estruturas externas a planta. A importancia
desta divisdo reside no fato de que os enddfitos que ndo produzem estruturas
externas terem sido até pouco tempo muito menos estudados que os fixadores
simbidticos de nitrogénio e fungos micorrizicos; porém, € importante ressaltar que a
classificagdo em microrganismos endofiticos dos tipos | e IlI, microrganismos
epifiticos ou patogenos, tem uma fungdo meramente didatica, pois entre enddfitos,
epifitos e patdgenos existe um gradiente que é intrinseco a Biologia de forma geral.
Para penetrar nos seus hospedeiros, os endofitos podem viver como epifitos uma
parte do tempo; bem como, um microrganismo endofitico, pode se tornar patégeno
em uma planta em condi¢cdes de estresse; e ainda, um epifito, eventualmente pode

penetrar em uma planta.

1.1.1 Microrganismos endofiticos e sua ocorréncia

Fungos endofiticos foram estudados principalmente em plantas de regides
temperadas, e mais recentemente em plantas das regides tropicais (AZEVEDO et
al., 2002; ARAUJO et al., 2003).

Todas as espécies vegetais estudadas até o momento apresentaram
microrganismos endofiticos (STROBEL & DAISY, 2003). Os estudos sobre enddfitos
se intensificaram em 1980, e apesar de devidamente comprovada a existéncia da
microbiota endofitica, aspectos ecoldgicos, genéticos e fisiolégicos dessas

interagcdes ainda necessitam ser mais bem esclarecidas. O conhecimento da
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diversidade desses organismos é de extrema importancia, pois eles compdéem uma
das maiores fontes de diversidade genética disponivel entre os seres vivos
(PROSSER et al., 2007). Diversas espécies vegetais tais como Citrus (ARAUJO et
al., 2001), Palicourea longiflora e Strychnos cogens (SOUZA & ASTOLFI FILHO.,
2004), Dicksonia sellowiana (BARROS, 2003), Bactris gasipaes (ALMEIDA et al.,
2005); Glicine max (KUKLINSKY-SOBRAL et al.,, 2005); Triticum aestivum (
LARRAN et al.,, 2002); e Citrus limon L. (DURAN et al., 2005), entre outras, ja
tiveram a sua comunidades endofitica isolada e caracterizada.

A entrada de microrganismos endofiticos na planta se faz por varias vias, e
uma das principais € por meio das raizes, por ferimentos causados pelo atrito com o
solo durante o crescimento. Outros fungos associados as plantas iniciam seu ciclo
de vida com a germinagdo do esporo seguido do crescimento da hifa na folha ou
superficie de raiz, e a penetragao destes fungos endofiticos na planta pode ocorrer,
até mesmo, por aberturas naturais do hospedeiro como estdématos e hidatddios
(WAGNER & LEWIS, 2000). Piriformospora indica € um fungo endofitico que pode
produzir apressorios que favorecem a penetragao nos tecidos da planta hospedeira
(VARMA et al.,, 1999). Entretanto, outros fungos nao utilizam apressoérios para
penetrar na planta hospedeira, seus esporos germinam sobre a planta como milho,
crescendo de forma aleatodria nesta superficie, onde posteriormente podem penetrar
via estbmatos ou por entre as células da epiderme através da cuticula. Nesta
penetracao, deve estar envolvida a ocorréncia de acdo enzimatica a partir das hifas
sobre a cuticula dos tecidos do hospedeiro, como ocorre no fungo Beauveria
bassiana, permitindo assim a sua penetracdo. Em seguida, o enddfito pode se
movimentar de forma passiva no interior no hospedeiro, pelo xilema (WAGNER &
LEWIS, 2000).

Os endofitos podem colonizar os tecidos vegetais ocupando espacgos
intercelulares, o interior de tecidos vasculares ou mesmo intracelularmente. Segundo
Araujo et al. (2003), enddfitos podem ser isolados dos mais variados érgéos vegetais
como folhas, ramos, caules, raizes e estruturas florais, tais como podlen, ovarios,
anteras e estames. Entretanto, fungos e bactérias endofiticas parecem apresentar
diferentes preferéncias quanto as regides da planta hospedeira que colonizam.
Fisher et al. (1992) isolaram bactérias e fungos endofiticos de trés tipos de tecidos
(epiderme e cértex do caule e folha) de plantas de milho sadias, e verificaram que as

partes das plantas mais proximas ao solo eram mais colonizadas por bactérias que a
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parte superior das plantas. Ja os fungos endofiticos, parecem colonizar
preferencialmente as partes aéreas da planta hospedeira e o0s espacos

intercelulares.

1.1.2 Isolamento de microrganismos endofiticos

O processo de isolamento de microrganismos endofiticos € de suma
importancia para a caracterizagdo da comunidade endofitica de determinada planta
e deve ser realizado criteriosamente de modo que nao seja obtido um perfil irreal das
comunidades microbianas endofiticas que habitam a planta a ser estudada. Assim, a
avaliacdo de varios fatores devera preceder o isolamento de microrganismos
endofiticos. Segundo Araujo et al. (2003) é importante a escolha certa do material
vegetal, pois espera-se obter linhagens que colonizem naturalmente a planta e que
possam conferir caracteristicas desejadas ao hospedeiro; a idade da planta, os
orgaos e tecidos utilizados para o isolamento. O local e a época da coleta também
devem ser considerados.

A produgao pela planta de metabdlitos de interesse biotecnoldégico pode ser
um fator importante na escolha da planta hospedeira pela possibilidade do endofito
ter adquirido geneticamente a capacidade para produzi-los, durante sua coevolugao
com a planta hospedeira, e esta possibilidade € bastante vantajosa. Segundo
Azevedo (1999), a capacidade potencial que os endéfitos possuem de produzir
fitoquimicos obtidos originalmente da planta hospedeira, permite a produgcdo dos
farmacos pelo fungo, por fermentagcao industrial, protegendo desta maneira plantas
que possuem crescimento lento, de possivel risco de extingao.

A realizacao de varias coletas e repeticoes € importante para a diferenciacéo
dos reais endofiticos, daqueles microrganismos epifiticos que eventualmente
possam ser isolados e até mesmo contaminantes, e testes de controle para
verificacdo da eficacia da desinfecgdo superficial dos tecidos vegetais a serem
submetidos a isolamentos devem ser feitos a cada processo de desinfecgao
(SCHULZ et al.,1993).
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O emprego da microscopia oOtica e eletrénica auxilia na detecgdo de
microrganismos endofiticos, mas nao descarta a necessidade de isolamento destes.
A etapa de isolamento deve ser cuidadosamente realizada a fim de eliminar a
microbiota epifitica existente na planta em estudo sem, entretanto, alterar a
endofitica. Esta fase refere-se a lavagem dos tecidos vegetais utilizando agentes
desinfectantes (PEREIRA et al., 1993; SCHULZ et al.,1993; ARAUJO et al., 2003). O
tempo de imersdo do material vegetal nos agentes desinfectantes e a proépria
concentragdo destes pode variar de acordo com a textura do tecido vegetal em
estudo (PEREIRA et al., 1993).

Geralmente as técnicas utilizadas para isolar os enddfitos baseiam-se na
ruptura ou fragmentagao do tecido vegetal, seguido de sua inoculagdo sobre meios
especificos para o tipo de microrganismo que esta sendo pesquisado (ARAUJO et
al., 2003), sendo possivel monitorar organismos especificos no ambiente, por meio
do isolamento seletivo de determinados endofitos (MELO; AZEVEDO, 2000).

A purificagdo dos microrganismos isolados e estocagem dos mesmos
empregando o processo de preservacgao apropriado sao as etapas subsequentes do

processo de isolamento.

1.1.3 Fungos: importancia, caracteristicas e biodiversidade

Atualmente estima-se que o Reino Fungi apresente, aproximadamente, 1,5
milhdes de espécies com representantes habitando praticamente todos os
ecossistemas existentes no planeta. Ainda assim, atencdo especial deve ser
dispensada com relacdo a preservagao destes microrganismos, pois segundo
Cherfas (1991), tem se observado na Europa um grande declinio no numero de
espécies fungicas bem como na quantidade de individuos nos ultimos tempos.
Diante desta situagdo e em vista da importancia destes microrganismos, é urgente
que estudos para catalogar fungos, no mundo, sejam realizados, principalmente nas
regides tropicais e subtropicais, onde esta situagdo ainda € mais grave, pelo risco de

extingdo de espécies antes mesmo de serem catalogadas.
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Os Fungos apresentam grande diversidade dentre as milhares de espécies
conhecidas e apresentam caracteristicas em comum que os distinguem dos demais
reinos (AZEVEDO, 2001), podendo ser classificados de acordo com aspectos
morfolégicos e reprodutivos, nos grupos: Ascomycota, Zygomicota/Trichomycota,
Deuteromycota, Chytridiomycota e  Stramenophila (Hyphochytridiomycota,
Labyrinthulomycota e Oomycota). Encontram-se, nestes grupos, fungos associados
a plantas, os quais compreendem uma porgao bastante grande e heterogénea que
tém importancia, tanto na agricultura como em ambientes naturais. Eles apresentam
uma diversidade genética bastante grande, fruto das diversas estratégias de
sobrevivéncia e também da interagdo de cada espécie com seu hospedeiro
(HAWKSWORTH, 1991).

Sé&o organismos heterotréficos desprovidos de clorofila, mas historicamente
comparados as plantas, com destacada habilidade para utilizar praticamente
qualquer fonte de carbono como alimento. Realizam nutricdo absortiva liberando
enzimas no meio em que habitam, quebrando moléculas grandes presentes no meio,
tais como carboidratos, proteinas e lipidios, em moléculas menores e mais soluveis,
facilitando sua absorcdo. Outra caracteristica € sua fonte primaria de reserva de
carboidratos que é o glicogénio, ao contrario das plantas que tém o amido para
desempenhar esta fungdo (ALEXOPOULOS et al.,, 1996). As paredes celulares
fungicas tém quitina em sua composicdo, tornando-as rijas e espessas,
principalmente dos fungos chamados filamentosos, que possuem filamentos ou hifas
que conjuntamente, formam o micélio do fungo. Existem fungos n&o filamentosos,
como as leveduras, que sao unicelulares e reproduzem-se por brotamento; outros
ainda formam estruturas macroscopicas, como o0s cogumelos comestiveis
(ALEXOPOULOS et al., 1996).

Como fonte de produtos quimicos, incluindo varios antibidticos, os fungos
sdo extremamente valiosos além de apresentarem grande potencial no controle
biolégico de pragas (HAWKSWORTH, 1991; AZEVEDO, 1998.b; STROBEL &
DAISY, 2003).

Apesar dos efeitos indesejaveis dos fungos serem enfatizados pela
populagdo leiga, varios sdo os beneficios que estes microrganismos oferecem:
antibidticos como a penicilina produzida pelo fungo Penicillium notatum, as
fermentagdes bioldgicas envolvendo fungos, utilizadas pelo ser humano ha milénios

na fabricacdo de paes e bebidas fermentadas como o vinho e a cerveja
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(ALEXOPOULOS et al, 1996). De maneira indireta os fungos também
desempenham importante papel, por exemplo, induzindo a planta a produzir
determinado metabdlito. Mais recentemente, o resveratrol, uma fitoalexina produzida
pela videira em resposta de defesa ao fungo Botrytis cinerea, tem sido vastamente
estudada pelos seus efeitos benéficos contra doencas cardiovasculares e o

tratamento de algumas neoplasias.

1.1.4 Identificacdo dos fungos endofiticos

Os métodos utilizados atualmente para detectar e identificar fungos em
tecidos vegetais é: a observagéao histologica, o método de esterilizagao superficial do
tecido da planta hospedeira e isolamento do fungo emergente sobre meio de cultura
adequado e detecgao por especificidade quimica, incluindo métodos imunolégicos e
de metagenémica (SCHULZ & BOYLE, 2005).

Tradicionalmente, a identificagdo e classificagdo de fungos endofiticos sao
baseadas em caracteristicas morfolégicas como: morfologia da colénia de cultura
monosporica de isolados em meios de cultura especificos, pigmentagéo, taxa de
crescimento, especificidade de hospedeiros, perfil dos metabdlitos secundarios
(THRANE, 1990), observagao das estruturas reprodutivas dos fungos (KENDRICK &
CARMICHAEL, 1973). Entretanto, em face da complexidade na identificacdo de
estruturas reprodutivas fungicas, as técnicas moleculares vém sendo
preferencialmente utilizadas para esta tarefa, pelo fato das informacgdes fornecidas
serem mais precisas, reproduziveis, além de permitirem estudos filogenéticos;
entretanto, a caracterizagdo morfoléogica microscopica e macroscopica, pela
observacao da colbnia, ainda desempenham um papel fundamental na identificagao

de fungos, complementando outras técnicas.

1.1.5 Fungos associados a videira
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Até o momento os estudos sobre fungos associados a videira, no Brasil,
concentram-se no estudo de fungos fitopatogénicos a viticultura, sendo descritos
principalmente: o fungo Elsinoe ampelina, forma anamorfa Sphaceloma ampelinum =
Gloeosporium ampelophagum, agente causal da antracnose, também conhecida
como varola, negrdo, carvdo ou olho-de-passarinho; Phomopsis viticola =
Fusicoccum viticola, agente causal da escoriose da videira; Plasmopara viticola, um
pseudofungo, agente causal do mildio; Uncinula necator agente causal do oidio;
Pseudocercospora vitis agente causal da Mancha das folhas, também conhecida
como mancha de isariopsis; Botryotinia fuckeliana, forma conidiana Botrytis cinerea
agente causal da podridao cinzenta da uva, também conhecida como podridao do
cacho, mofo cinzento ou podriddo de botritis; Glomerella cingulata, forma conidial
Colletotrichum gloeosporioides agente causal da Podriddo da uva madura;
Greeneria uvicola, sinbnimo de Melanconium fuligineum agente causal da podridao
amarga; Fusarium oxysporum f.sp. herbemontis agente causal da fusariose;
Armillaria mellea agente causal da Podridao de Armillaria; Rosellinia necatrix agente
causal da comumente conhecida podridao radicular ou podriddo de roselinia. Os
aspectos mais abordados sdo condi¢cdes de vulnerabilidade da viticultura a estas
doencas, sintomatologia e formas de controle (SONEGO et al., 2001). No Brasil, até
o momento, ndo foram realizados trabalhos de isolamento de fungos endofiticos de
videiras (Vitis vinifera), fungos endofiticos de videira da variedade Niagara Rosada
(Vitis labrusca) foram estudadas por Brum (2006). A maioria dos estudos sobre
isolamento de endoéfitos de videiras foi feito na Europa e Africa e resumem-se a
videiras européias Vitis vinifera. Geralmente estes trabalhos estdo voltados a
caracterizacao das comunidades endofiticas e as aplicacbes de biocontrole de
pragas da viticultura. Mostert et al. (2000) estudou fungos endofiticos associados a
brotos e folhas de Vitis vinifera com referéncia especifica ao complexo Phomopsis
viticola. Halleen et al. (2003) pesquisaram fungos associados a videiras saudaveis
com relagdo a patdgenos envolvidos no declinio de videiras jovens. A inibicdo da
esporulacdo de Plasmopara viticola e alteragdes ultraestruturais de videiras com
mildio pelo fungo endofitico Alternaria alternata isolado de folhas de videiras foi
pesquisada e confirmada por Musetti et al. (2006).

A microbiota endofitica associada a cinco variedades de videiras Vitis

vinifera cultivadas na Espanha foram estudadas por Medina et al. (2005) que
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observaram que os principais géneros de fungos endofiticos foram Alternaria,

Cladosporium, e Aspergillus.

1.1.6 Fungos fitopatogénicos e seu controle

1.1.6.1 Fusarium sp.

Fusarium é um género de fungo filamentoso cosmopolita amplamente
distribuido em plantas e no solo. Fusarium pode produzir micotoxinas em cereais e
graos estocados, o que pode afetar a saude de humanos e animais (MARTINS,
2005). As principais toxinas produzidas por Fusarium sao as fumosinas, conhecidas
por causar cancer esofagico em humanos. No Brasil, embora sabidamente as
micotoxinas sejam responsaveis por expressivos prejuizos na produgao de graos,
praticamente nao existem estimativas das perdas econdmicas associadas as
micotoxinas. Mesmo em paises com alta tecnologia para produgdo e
armazenamento de milho, as perdas por presenga de micotoxinas sdo elevadas.
(MARTINS, 2005).

Na viticultura, a fusariose, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f.sp.
Herbemontis € uma doenga que ataca as plantas por meio do sistema radicular
(fungo de solo) e se desenvolve no sistema vascular da planta, € considerado um
dos principais problemas da viticultura, pois, quando presente no vinhedo, causa a
morte das plantas (SONEGO et al., 2001).

A maioria das espécies de Fusarium é composta por fungos de solo ativos
na decomposi¢cdo de substratos celuldsicos das plantas, sendo alguns parasitas
destas, (MARTINS, 2005). Segundo Sonego et al. (2001), os fungos de solo sdo de
dificil controle e os tratamentos com fungicidas s&o muito dispendiosos,
principalmente pelo alto custo da incorporagdo do produto ao solo. Outra
desvantagem do controle com substancias xenobidticas € que, além dos problemas

de deposicdo no meio ambiente e impacto que causam sua utilizacdo nao é
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completamente eficaz, pelo fato do Fusarium se alojar no sistema vascular do
vegetal.

Dentre as estratégias no combate ao Fusarium estdo: o plantio de cultivares
menos suscetiveis, cuidado em evitar ferimentos ao sistema radicular das plantas,
desinfestacdo do solo com fungicida quimico e rotagado de cultura, utilizando plantas
nao hospedeiras (AGRIOS, 2005; SONEGO et al., 2004). Isolados nao patogénicos
de Fusarium, isolados de solo, bem como isolados endofiticos mostraram-se
eficientes para o biocontrole de formas patogénicas do fungo, segundo Fravel et al.
(2003).

A utilizacdo de outros fungos endofiticos no biocontrole de Fusarium pode
ser uma alternativa de extrema importancia, em vista das dificuldades de controle

deste fungo e os prejuizos causados por este em diversas culturas.

1.1.6.2 Botrytis sp.

O mofo cinzento, causado por Botrytis cinerea ataca diversas culturas de
importancia econémica no Brasil, inclusive a videira além de flores, plantas
ornamentais e pequenas frutas. O patdgeno infecta varios 6rgdos das plantas e
causa danos no produto final, tanto no campo quanto na pés-colheita (OSORIO;
FORTES, 2003; MORANDI; MAFFIA, 2005).

A doenga surge em condi¢cdes de umidade elevada e em temperaturas
amenas. Na viticultura, a podridao do cacho, podridao cinzenta ou botritis, existe em
todos os paises viticolas do mundo, reduzindo qualitativa e quantitativamente a
producdo. E considerada a mais importante das podriddes do cacho. As perdas
podem ser significativas nas cultivares viniferas, especialmente nas de cacho
compacto. As medidas mais utilizadas na estratégia de manejo dessas doencgas € o
controle quimico. Uma das preocupagbes quanto ao uso indiscriminado de
fungicidas € a possibilidade de selecdo de isolados resistentes (KIMATI, 1995).
Caldari Junior (1998) demonstraram alto nivel de resisténcia de varios isolados de B.

cinerea a benomyl em testes in vitro.
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Atualmente, diversos estudos tém sido direcionados ao biocontrole tanto de
Botrytis quanto de outros fungos fitopatogénicos. Barka et al. (2000) observaram o
aumento da resisténcia de videiras a Botrytis cinerea, possivelmente associada ao
aumento da producao de citocininas na rizosfera por rizobactérias. Mohamed et al.
(2007) comprovaram respostas de defesa em folhas de videira contra Botrytis
cinerea induzidas por aplicagdo de uma amostra de Pythium oligandrum ou sua

elicitina oligandrina nas raizes.

1.1.7 Interacdes endofito - planta hospedeira

Fungos endofiticos sdo simbidticos, ndo patogénicos ou exercem baixo grau
de patogenicidade dentro da planta hospedeira. Todas as partes da planta possuem
microrganismos endofiticos, existindo certo grau de especificidade endofito-
hospedeiro (MELO, 2002). Entretanto, a existéncia de um isolado como endofito nao
exclui a possibilidade de que este venha a se tornar patogénico quando o
hospedeiro estiver estressado ou senescente (KULDAU & YATES, 2000), pois um
fungo ocupando assintomaticamente um tecido vegetal, pode ser um patdégeno fraco
ou ainda um habitante de um nicho aguardando uma oportunidade para propagar-se
(SCHULZ & BOYLE, 2005).

As interacbes ou simbioses estabelecidas pelos fungos podem ter as mais
variadas caracteristicas, tais como: mutualistica, onde o fungo e o organismo
associado obtém vantagens na interagdo; neutra ou comensalistica, onde o
organismo associado nao é afetado pela interagdo e antagonista ou parasitica, onde
0 organismo associado é comprometido pela interagdo (CARROLL & WICKLOW,
1992).

Mais recentemente, estas interagdes entre a planta hospedeira e o enddfito
foram analisadas por outro enfoque. Schulz & Boyle (2005) langam a hipétese que
nao ha interagdes neutras entre enddfitos e plantas hospedeiras, mas sim, um
balango de antagonismos, havendo sempre pelo menos um grau de viruléncia por
parte dos fungos possibilitando a infecgdo, enquanto a defesa da planta hospedeira

limita o desenvolvimento do fungo invasor e consequentemente, da doenca.
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Também, os endofitos, em contraste aos fitopatdgenos conhecidos, geralmente
teriam muito maior plasticidade genotipica e assim teriam mais opg¢des que 0s
fitopatogenos: infecgdo, local, mas também extensiva colonizagédo, laténcia,
viruléncia, patogenicidade e/ou saprofitismo. Esta plasticidade genotipica segundo
os autores seria um motor de evolucéo.

Quanto as simbioses e relagbes mutualisticas, as interagdes endodfito-
hospedeiro assintomaticas em geral, parecem envolver dois parceiros ativamente
antagonistas (SCHULZ & BOYLE, 2005). Entretanto, uma interagdo antagonista
endofito-hospedeiro balanceada nao exclui a possibilidade de que o enddfito possa
desempenhar um papel benéfico dentro de seu hospedeiro. Por exemplo, pode
ocorrer indugao de metabdlitos de defesa potencialmente ativos contra fitopatdgenos
(ARNOLD et al., 2003; SELOSSE et al., 2004; SCHULZ & BOYLE, 2005), secrecao
de fitormbnios, promovendo crescimento da planta-hospedeira (TUDZYNSKI &
SHARON 2002), aumento de atividade metabdlica da planta hospedeira, ou por
indugao de resisténcia a doencas.

O status da interacao planta-endoéfito pode ser transitorio, sendo que o termo
endofitico deve ser empregado para microrganismos que estdo comportando-se
endofiticamente no momento da detecgao (SCHULZ & BOYLE, 2005).

A diversidade dentro de um determinado hospedeiro pode ser alta
(CARROLL, 1995), comunidades de endofitos habitando certo hospedeiro particular
podem ser amplamente distribuidas ou ter especificidade com determinado
hospedeiro (CARROLL, 1988; PETRINI, 1996; STONE et al., 2000; COHEN, 2004),
sendo que o termo especificidade deve ser reservado para organismos que iréo
crescer somente em um hospedeiro (CARROLL, 1999; WAGNER & LEWIS, 2000;
ZHOU & HYDE, 2001).

Estudos recentes tém mostrado efeitos genéticos da planta hospedeira
sobre a comunidade microbiana e sobre processos no ecossistema, o que permite
entender os impactos de caracteristicas genéticas sobre os endofitos, como,
apresentado, por exemplo, no trabalho com algodoeiros hibridos realizado para
examinar ligagcdes entre variacao genética, fitoquimica da planta e endofitos fungicos
de ramo. Nesse caso, os resultados demonstraram que o gendétipo da planta pode
albergar parceiros ecologicos escondidos (fungos endofiticos), resultando em

consequéncias para a comunidade e o ecossistema (BAILEY et al., 2005).
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Diversas interacbdes entre hospedeiros e microrganismos s&o iniciadas pela
detecgao de sinais quimicos liberados pelo hospedeiro. A deteccdo destes sinais
leva a alteragdo nos padroes de expressao génica do microrganismo, que culmina
em mudangas especificas e adaptativas na sua fisiologia e que sao necessarias
para estas associacbes. Os produtos liberados pela planta tém baixo peso
molecular, sdo moléculas difusiveis e sdo reconhecidas pelos microrganismos por
meio de receptores especificos de proteinas. Em alguns casos, condigbes
nutricionais, tais como limitagdo de ferro ou falta de fontes de nitrogénio parecem
prover um significante estimulo (BRENCIC & WINANS, 2005).

1.1.8 Aplicacdes biotecnoldgicas dos endofitos

Embora os microrganismos endofiticos aparentem ser neutros para o
hospedeiro, atualmente sdo bastante evidentes os beneficios proporcionados a
planta por estes microrganismos, tais como: |) protecdo da planta contra insetos,
patdgenos e até mesmo mamiferos herbivoros (AZEVEDO et al., 2000); Il) prote¢cao
contra estresse ambiental, tal como o hidrico; Ill) produgdo de compostos que
alteram a fisiologia das plantas como horménios vegetais. Além disso, certos
microrganismos endofiticos produzem substancias de valor biotecnoldgico,
principalmente farmacos, entre eles, antibioticos e antitumorais (AZEVEDO et al.,
2002).

No Brasil, o controle biolégico comegou a ser utilizado com o fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae e com o Baculovirus, no controle das
cigarrinhas da cana e das pastagens e no controle da Anticarsia gemmatalis na soja,
respectivamente. Na cultura do cacau, o fungo Trichoderma tem sido utilizado com
sucesso em restos de ramos doentes para o controle do fungo Crinipellis perniciosa,
hoje denominado Moniliophthora perniciosa agente causal da vassoura-de-bruxa.
Recentemente, enddfitos foram testados contra M. perniciosa in vitro e in vivo e
Gliocladium catenulatum apresentou potencial como antagonista reduzindo em 70%

a doencga nas mudas de cacau analisadas (RUBINI et al., 2005).
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Na protecdo da planta contra insetos, pode ser citado o Bacillus
thuringiensis. Esta bactéria produz inclusdes protéicas, que lhe confere a
capacidade entomopatogénica. Esse cristal, sintetizado durante a fase de
esporulagcédo, é formado por polipeptideos denominados od-endotoxinas (proteinas
cry). Quando este cristal proteico € ingerido por uma larva de inseto suscetivel, o
efeito toxico é ativado e ocorre uma ligagédo das toxinas a receptores especificos nas
células intestinais, levando o inseto & morte (VILAS-BOAS et al.,, 2002). O B.
thuringiensis € a espécie mais utilizada no controle de insetos e destaca-se por
produzir cristais protéicos ativos contra cerca de 130 espécies de insetos das ordens
Lepidoptera, Diptera e Coleoptera, bem como vetores de doencas humanas, como
contra os géneros Aedes, Culex e Anopheles (LERECLUS et al., 1993; LE ROUX,
1996).

Weber (1981) foi provavelmente o primeiro pesquisador a relatar a protegao
de plantas a insetos devido a um fungo entomopatogénico. Trabalhos posteriores
sustentaram esses dados em gramineas e outras plantas (FUNK et al., 1983;
CLAYDON et al., 1985). A utilizacdo de fungos para o controle de insetos-pragas se
fundamenta em sua capacidade de infecta-los, causando doenga e morte num
processo dependente de fatores bidticos e abidticos (AZEVEDO et al., 2002). Varios
fungos, ainda, sdo conhecidos pela produgdo de compostos, tais como acido
nodulisporico, novos diterpenos e indol, que possuem potentes propriedades
inseticidas. Os compostos nodulispéricos foram isolados primeiramente de um
enddfito, o Nodulisporium sp., da planta Bontia daphnoides. Outro fungo endofitico,
Muscodor vitigenus isolado da planta Paullina paullinioides produz naftaleno, que é
amplamente utilizado como repelente de insetos (STROBEL & DAISY, 2003).
Segundo Azevedo & Araujo (2007), fungos endofiticos também podem influenciar no
crescimento da planta diretamente pela produgdo de reguladores de crescimento
vegetal produzidos pelo fungo, ou indiretamente pela protecdo da planta contra
efeitos deletérios causados por um ou mais organismos fitopatogénicos.

Leveduras sao utilizadas no controle biologico, preferencialmente pela
protecdo de frutos destinados ao consumo in natura. Por esses organismos terem
sua agao antagdnica vinculada mais a competicdo que a antibiose, geralmente, nédo
produzem antibiéticos, elementos considerados contaminantes quimicos nos
vegetais. As leveduras atuam no controle de doengas, mais como protetoras da
infeccdo (VALDEBENITO-SANHUEZA, 2000). As principais formas de acdo das
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leveduras como agentes de biocontrole, sdo a competi¢ao por nutrientes e a indugao
de resisténcia (WILSON et al., 1991; WISNIEWSKI et al., 1991). Mais recentemente,
a habilidade de leveduras para atacar hifas e conidios de fungos fitopatogénicos,
tem sido especulada por contribuir para a atividade de biocontrole sobre a superficie
das plantas. Allen et al.,(2004) observaram o combate de Botrytis cinerea,
Rhizoctonia solani e Sclerotinia homoeocarpa por leveduras do filoplano,

comprovado por testes de antagonismo in vitro.

1.1.8.1. Fungos como agentes de biocontrole de fitopatdgenos

Os fungos tém aprimorado muitos mecanismos de sobrevivéncia e
metabolismo de fontes nutricionais. Assim, durante a evolugao, eles desenvolvem
mecanismos de competicdo por nutrientes e ou por espaco e diferentes métodos de
antagonismo. Aqueles fungos que melhor exploram determinados micro-habitats e
competem com sucesso com outros microrganismos, podem se constituir em
potentes agentes de controle biolégico (MELO, 1996)

Os mecanismos de interagbes entre microrganismos patdgenicos e
antagbnicos podem ser divididos em antibiose, competigcdo, parasitismo,
hipoviruléncia, predacao e inducao de defesa do hospedeiro. Se mais de um destes
mecanismos for utilizado por um microrganismo antagonista, este fato sera
considerado como uma caracteristica favoravel para este ser bem sucedido como
agente de biocontrole (BELANGER et al., 1998).

O micoparasitismo € comum na natureza, frequentemente fungos crescem
sobre outros fungos, embora essa associagdo ndao necessariamente implique uma
relacdo parasitica. Apesar de ainda ndo ser bem compreendida, micoparasitismo é
de ocorréncia geral entre todos os grupos de fungos. Muitos desses micoparasitas
demonstram possuir ampla gama de hospedeiros, como Trichoderma e Gliocladium.
Outros parasitas apresentam uma limitada gama de hospedeiros, como por exemplo,
Sporidesmium sclerotivorum. (MELO, 1996)

Apesar de ocorrer naturalmente, o micoparasitismo possui mecanismos de

acao bastante complexos que incluem as fases de localizagao, reconhecimento do
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alvo pelo antagonista, transmissdo de sinais que resulta na interacdo entre
antagonistas e fitopatdgenos, inducdo e produgdao de metabdlitos (enzimas) pelo
antagonista e digestdo da célula-alvo (MELO, 1996; LIMA et al., 2000). A presenca,
a duracao e a importancia de cada fase dependem dos fungos envolvidos, o tipo de
micoparasita (biotréfico ou necrotréfico) e das condigdes ambientais prevalentes. No
micoparasitismo biotréfico, o parasita obtém nutrientes de células vivas, com pouco
ou nenhum dano aparente para o hospedeiro. Nessas interag¢des, o parasita ataca o
hospedeiro sem penetracido, obtendo nutrientes por meio de células de absorgao ou,
entdo, pode penetrar na hifa e crescer internamente sem efeitos aparentes no seu
desenvolvimento. Ja no micoparasitismo necrotrofico, o parasita destroi a célula
hospedeira e utiliza os nutrientes do hospedeiro. A invasdo é frequentemente
iniciada por meio de enrolamento de hifas do parasita sobre hifas do fungo
patogénico ou por penetragao direta de hifas. (MELO, 1996).

O biocontrole, utilizando microrganismos antagbnicos a fitopatégenos que
utilizam mecanismos de micoparasitismo vem sendo bastante explorado. Assante et
al., (2004), enfocam o controle biolégico de um fitopatdégeno por micoparasitismo.
Cladosporium tenuissimum, o micoparasita, cresce dentro do esporo de Uromyces
appendiculares (fitopatégeno), preenchendo seu interior com micélio e emergindo do
esporo, formando conidiéforos e conidios. Knudsen e Bin (1990) evidenciaram que
T. harzianum tem potencial como agente de biocontrole sobre varios fungos de solo
tanto por micoparasitismo de hifas e esclerécios como por antibiose. Robbs (1992)
aponta o micoparasitismo, a competicao trofica e a antibiose como os mecanismos
mais observados na acgdo de fungos fitopatogénicos e considera os géneros
Trichoderma, Chaetomium e Penicillium tdo eficientes quanto os fungicidas Thiram e
Captan. Os mecanismos de acao da proteina AFP produzida, em larga escala, por
Aspegillus giganteus na inibicdo da sintese de quitina em fungos sensiveis foi
investigada por Hagen et al., (2007). A proteina antifungica AFP é altamente eficaz
na restricdo do crescimento da maioria dos fungos filamentosos patogénicos para
humanos e plantas. Djonovic et al., (2006) demonstraram o envolvimento da (3-1,6-
glicanase em micoparasitismo e sua relevancia na atividade de biocontrole de
Trichoderma virens contra Pythium ultimum.

A antibiose é definida como a interagdo entre organismos na qual um ou
mais metabdlitos produzidos por um organismo tém efeito danoso sobre o outro

(BETTIOL & GHINI, 1995). A selecao de fungos capazes de produzir compostos com
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atividade antimicrobiana € amplamente explorada para biocontrole. Robbs (1992)
aponta o hiperparasitismo, a competicao tréfica e a antibiose como os mecanismos
mais observados na acgdo de fungos fitopatogénicos e considera os géneros
Trichoderma, Chaetomium e Penicillium tdo eficientes quanto os fungicidas Thiram e
Captan. Henis et al., (1983) citados por Silveira et al.,(1994). Muitos microrganismos
endofiticos sdo capazes de sintetizar compostos bioativos, estes metabdlitos
secundarios sao formados geralmente nas fases finais do crescimento, e podem ser
utiizados pela planta na defesa contra fungos e bactérias fitopatogénicas.
Aparentemente sdo substancias ndo essenciais para o crescimento, e dentre outros
produtos, podem ser antibidticos, metabdlitos antifungicos, auto — inibidores,
pigmentos, toxinas, etc.

A maioria dos microrganismos produtores de antibidticos € comumente
encontrada no solo. No entanto, certos enddfitos também tém se mostrado potentes
produtores de antibidticos, dos quais muitos com propriedades de uso na agricultura
e na medicina. Entre os fungos produtores de antibidticos Penicillium e
Cephalosporium spp. sdo os mais conhecidos (STROBEL & DAISY, 2003).

A producao de substancias capazes de inibir a germinagao de esporos por
alguns fungos vem sendo investigada, segundo Chitarra et al., (2004) a pesquisa de
auto — inibidores é relevante para o desenvolvimento de técnicas que previnem
doengas da agricultura e a decomposi¢do de alimentos. Geralmente a infecgéo
comegca com a germinagdao de um esporo fungico, os “auto - inibidores” sao
substancias inibidoras produzidas por diversos fungos quando em alta densidade de
esporos e inibem germinagéo e crescimento, prevenindo a germinagcéo prematura de
esporos diretamente apds a sua formacédo e antes da dispersdo, este mecanismo
garante que esporos somente germinem apds dispersdo em ambientes que
favorecam o crescimento e estabelecimento do micélio. auto inibidores tém sido
caracterizados em Puccinia, Uromyces, Colletotrichum, Dictyostelium, Fusarium
oxysporum e Aspergillus e podem ser volateis ou ndo (BACON & SUSSMAN, 1973;
CHITARRA et al., 2004).
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1.1.9. Niagara Rosada (Vitis labrusca L.) origem e caracteristicas

A variedade de uva Niagara (Fox Grape, uva rustica, uva comum) é
originaria dos Estados Unidos da América (EUA), pertencente a espécie Vitis
labrusca L. Teve origem em 1868 a partir do cruzamento das variedades Labruscas
concord x cassady (HEDRICK, 1917).

No Brasil, a variedade Niagara Branca foi introduzida em 1894,
disseminando-se na regido de Jundiai. Em 1933 surge no municipio de Louveira, em
Jundiai, a Niagara Rosada a partir de uma mutagdo somatica ocorrida em uma
videira da variedade Niagara Branca (SOUSA, 1996). Houve entdo declinio da
producdo de Niagara Branca, sendo substituida aceleradamente e quase que
totalmente por sua mutacdo Rosada estabelecendo-se desta maneira o perfil do
vinhedo do maior centro produtor de uva de mesa do Brasil (SOUSA, 1996).

O setor vinicola brasileiro apresenta uma caracteristica atipica em relacao
aos paises tradicionais produtores de vinhos, pois enquanto naqueles sao admitidos
apenas produtos originarios de uvas viniferas (Vitis vinifera), no Brasil, além destes
existem produtos originarios de cultivares americanas e hibridas (V. labrusca e V.
bourquina). Os vinhos comuns representam mais de 80% do volume total de vinhos
produzidos no pais (BARNABE et al., 2007).

1.1.9.1 Classificacao botanica

A videira pertence ao grupo Cormdfitas (plantas com raiz, talo, folha e
autotroficas), divisdo Spermatophyta (planta com flor e semente), subdivisdo
Angiospermae (planta com semente dentro do fruto), classe Dycotyledoneae
(plantas com dois cotilédones), ordem Rhamnales (plantas lenhosas com um ciclo
de estames situados dentro das pétalas), familia Vitaceae (flores com corola de
pétalas soldadas na parte superior e de prefloracdo valvar, com calice pouco
desenvolvido, gineceu bicarpelar e bilocular, com fruto tipo baga) (HIDALGO, 1993;
ALVARENGA, et al., 1998).
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A familia Vitaceae pode ser dividida em dois géneros: Vitis (de grande
importancia econdmica, pois se destina a producao de vinho e frutas) e Cissus (com
algumas espécies de interesse medicinal e ornamental) (SOUZA, 1996).

O género Vitis pode, ainda, ser dividido em dois subgéneros: Muscadinea
(compreendendo trés espécies) e Euvitis (compreendendo mais de 50 espécies).
Dentro do subgénero Euvitis encontram-se duas espécies de grande importancia
para a agricultura, Vitis labrusca e Vitis vinifera, utilizadas para produgao de vinho e
para consumo in natura das frutas. Vitis labrusca € uma espécie de origem
americana que apresenta caracteristicas mais rusticas quanto a suscetibilidade a
doengas comparada a Vitis vinifera, de origem européia, mas que é responsavel por
mais de 90% dos vinhos fabricados no mundo (GIOVANNINI, 1999).

1.1.9.2 Aspectos econdmicos da viticultura

O Brasil é o décimo quarto produtor de uva, respondendo por 1,8% da
producao mundial, segundo dados da FAO referentes ao periodo de 2001 a 2006.
Em 2006, o Pais teve uma producao de 1.257.064 toneladas, 2,0% maior que a do
ano anterior. O Estado de S&o Paulo aparece na segunda colocagdo com uma
producao de 195.357 toneladas, que correspondeu a 15,5% do total (IBGE, 2006). A
viticultura no Brasil ocupa uma area de 65.450 ha e esta situada, principalmente, nos
estados do Rio Grande do Sul (36,6 mil ha), Sdo Paulo (12,1 mil ha), Parana (6 mil
ha), Pernambuco e Bahia (6,2 mil ha), e segundo dados do IBGE (2006), no periodo
de 2001 a 2006, a area plantada e destinada a colheita de uva no Pais se manteve
praticamente inalterada, ao passo que a produgéao teve alternadamente, elevagoes e
redugdes ao longo do referido periodo.

O Estado de Sao Paulo € o maior produtor nacional de uvas para mesa,
destacando-se a regiao leste com area de aproximadamente 7.870 ha. Nessa
regidao, em 2006, os maiores produtores de uvas foram os Municipios de Sdo Miguel
do Arcanjo, Jundiai, Pilar do Sul e Indaiatuba. Juntos eles concentraram 8,0% da
producao nacional, e 16,1% da producéo estadual (IBGE, 2006). A producéo de uva

comum para mesa representa 67% da area, predominando a cultivar Niagara
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Rosada (GHILARDI & MAIA, 2001), por apresentar caracteristicas intrinsecas
apreciadas pelo mercado consumidor, bem como vigor meédio, tolerancia a doengas
e pragas e alta produtividade (INSTITUTO DE ECONOMIA AGRICOLA, 2001;
CATO, 2002).
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2 OBJETIVOS

l. Isolar os fungos endofiticos da videira, Vitis labrusca L. var. Niagara
Rosada em cultura agroecoldgica e comercial no verao (janeiro) e inverno (junho) e
caracterizar sua comunidade fungica endofitica por técnicas citolégicas e
sequenciamento da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA;

Il. Testar o potencial antagonista dos fungos endofiticos de Vitis labrusca
L. var. Niagara Rosada, in vitro, contra os fungos fitopatogénicos Fusarium sp. e
Botrytis cinerea ;

. Testar a capacidade de fungos endofiticos isolados em produzir
compostos com atividade antimicrobiana contra as bactérias Xanthomonas
axonopodis, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, e a levedura

Candida albicans.
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3 METODO

3.1 Material vegetal

No presente trabalho foram coletadas amostras de caule e folha, sem
sintomas aparentes de doencgas de plantas de videiras da variedade Niagara Rosada
cultivada em Salesopolis SP, localizada a 96 km da cidade de Sao Paulo, SP., Brasil
(23°32’S e 45°51°W) e no Instituto Agronémico de Campinas (IAC) em Jundiai SP,
localizado a 60 km da capital (23°11'11" S e 46°53'03" W). O clima em Salesoépolis e
Jundiai é do tipo Cwa, segundo a classificagao climatica de Koeppen que se baseia
em dados mensais pluviométricos e termométricos. O tipo de clima Cwa é
caracterizado pelo clima tropical de altitude, com chuvas no veréo e seca no inverno,
com a temperatura média do més mais quente superior a 22°C. As coletas do
material vegetal foram realizadas nos meses de janeiro e junho de 2007, as médias

climatolégicas dos locais e meses de coleta s&o apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Média climatolégica dos Municipios de Jundiai e Salesépolis

Jundiai Salesopolis
Temperatura do ar (C) Temperatura do ar (C)
Més Minima Méxima Média Chuva Minima Méxima Média Chuva
média  média (mm) média média (mm)

Janeiro 19,0 29,0 240 222,6 17,4 28,4 22,9 2109

Junho 10,5 23,8 17,1 48,5 9,7 22,8 16,3 42,1

*Adaptado de: “Clima dos Municipios Paulistas” (Fonte: CEPAGRI 2008).

As folhas e caules foram coletados a aproximadamente 1,0 m do tronco
principal e a 1,5 m de altura do solo, de videiras conduzidas em cultura
agroecologica (Salesopolis) e cultura comercial em dois vinhedos no IAC em Jundiai
(vinhedos A e B). O local de coleta, trato cultural, parte da planta de onde os fungos

foram isolados bem como a época da coleta sdao apresentados na Tabela 2. O
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vinhedo A, em Jundiai, recebeu as Uultimas aplicagbes de fungicidas em
novembro/2006 Oxicloreto de Cobre e em janeiro/2007 o fungicida sistémico
Maconzeb+Metalaxyl-M. O vinhedo B recebeu as ultimas aplicagdes de fungicidas
em julho/2006, e, portanto na coleta realizada em janeiro/2007 estava ha seis meses
sem receber nenhum tipo de tratamento quimico. Os fungicidas utilizados na
viticultura comercial em Jundiai, bem como o tempo de permanéncia no meio

ambiente sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Coleta de fungos endofiticos de videiras da variedade Niagara Rosada, (Vitis labrusca).
Trato cultural em Salesépolis (cultura orgénica) e Jundiai A e B (tradicional), parte da
planta de onde foram isolados os enddfitos e época da coleta do material vegetal.

Epocadas coletas  Local/Vinhedo Trato cultural Parte da planta
Janeiro/2007 Salesopolis Cultura agroecolégica Folha -
Jundiai A Cultura comercial Folha -
Jundiai B Cultura comercial Folha -

Junho/2007 Salesopolis Cultura agroecoldgica Folha Caule

Jundiai A Cultura comercial Folha Caule

Jundiai B Cultura comercial Folha Caule

- Isolamentos nao realizados

Tabela 3. Cultura comercial. Tratamento Fungicida aplicado nos vinhedos A e B do IAC em Jundiai.

Persisténcia e

Concentracéo Nome' Pr|n10|p|o Classe degradagao no
Comercial ativo .
ambiente
150g/100I Delan Dithianon Fungicida de Curta
contato
Fungicida de
200g/1001 Rovral Iprodione contato Média
Cuprogarb  Oxicloreto de .
150g/100I 500 Cobre Fungicida Longa
Ridomil Gold Mancozeb + Sis’:g:]?(':‘;'dea o Curta
300g/1001 MZ Metalaxyl-M contato

* Indicativo de persisténcia e degradacdo no meio ambiente (Fonte: ANVISA 2008):
Curta: meia vida até 90 dias

Média: meia vida de 91 a 180 dias

Longa: meia vida acima de 181 dias.
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3.2 Desinfeccao superficial

O material vegetal foi lavado em agua corrente, em seguida desinfectado
superficialmente por meio de imersao sucessiva em etanol 70% (30 seg), solugdo de
hipoclorito de sédio (2% de CI disponivel) 2 min 30 seg e finalmente enxaguado em
agua destilada esterilizada, por duas vezes. O tempo ideal de cada etapa foi
determinado em testes preliminares pela modificacdo dos protocolos descritos por
PETRINI (1996). O processo de desinfecgao foi avaliado por meio da colocagao de
100ul da agua utilizada na ultima etapa do processo sobre meio batata - dextrose -

agar (BDA) seguindo-se incubagao deste material por até 14 dias a 28°C.

3.3 Isolamento de fungos endofiticos de Niagara Rosada

Apos desinfeccao superficial, folhas e caules foram cortados em fragmentos
(4 - 6 mm), e colocados sobre meio BDA contendo 100 ug/mL de tetraciclina (para
impedir crescimento de bactérias) e incubados por 7 a 14 dias a 28°C. Apés
crescimento, a determinacdo da frequéncia de infeccdo (Fl) foi avaliada pela
contagem do numero de fragmentos apresentando crescimento fungico em relagéo

ao numero total de fragmentos de tecido vegetal.

N°® de fragmentos foliares com crescimento fungico

Fl
N® total de fragmentos foliares

As pontas de hifas de micélio morfologicamente diferentes, que cresceram a
partir de fragmentos de tecido vegetal, foram transferidas e subcultivados em meio

BDA para posterior identificagao.
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3.4 Purificacédo e armazenamento dos fungos isolados

Os fungos isolados nas etapas anteriores foram purificados pelo método de
estrias de esgotamento, que consiste em coletar, um fragmento da extremidade da
hifa e fazer estrias em meio sélido de cultura, este método foi repetido trés vezes
para a obtengdo de colénias puras. Os fungos endofiticos isolados estdo sendo
mantidos armazenados utilizando-se para isso dois métodos: 1) o tubo com meio de
cultura inclinado submerso em Oleo Mineral (Nujol) e 2) o método de Castellani
(1939) em que fragmentos de col6nia com meio s&o colocados em agua esterilizada
dentro de frascos fechados. Ambos o0s processos permitem manter os
microrganismos por um periodo de cerca de 1 a 4 anos. No processo com 6leo
mineral, apdés cada fungo ser purificado, ele foi inoculado com algca de platina em
tubo contendo meio de cultura inclinado e apds crescimento da col6nia, 6leo mineral
(autoclavado) foi adicionado ao tubo até cobrir completamente o meio e o fungo
endofitico, sendo entdo os tubos tampados com rolhas ou tampas e guardados em
estantes. Pelo método de Castellani, os fungos a serem mantidos conservados,
foram cultivados em meio de cultura sélido e posteriormente, fragmentos de cerca de
0,5 cm do meio de cultura contendo pedacos de colénia foram retirados e colocados
em frascos contendo agua esterilizada. Em ambos os métodos, tubos e frascos com
as amostras foram marcados com o cédigo da amostra e data de armazenamento e

mantidos a temperatura ambiente.

3.5 Analise morfolégica e citologica

Foram obtidos 30% de amostras de fungos endofiticos isolados de Niagara
Rosada (Vitis labrusca), procurando manter a proporgdo dos diferentes fungos
endofiticos isolados em cada um dos tratamentos avaliados, de forma que as
amostragens fossem representativas das comunidades em questdo. Desta maneira,
78 isolados no total, foram analisados por morfologia, citologia e utilizados em

experimentos realizados posteriormente para caracterizacdo das comunidades
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endofiticas e avaliacdo do potencial de antagonismo dos isolados contra fungos
fitopatogénicos e da capacidade de producédo de compostos antimicrobianos (Tabela
4).

Inicialmente, os 78 fungos endofiticos isolados de tecidos vegetais de
Niagara Rosada foram agrupados por semelhangas morfolégicas e segundo a

coloracao predominante apresentada pela colénia.

Tabela 4. Quantidade de fungos endofiticos estudados por tratamento:

Numero de isolados selecionados por tratamento (30% do namero total de

isolados)

Folha Janeiro/2007 Folha Junho/2007 Caule Junho/2007
S JA JB S JA JB S JA JB
10 5 7 12 9 10 9 7 9
*S - Salesopolis
JA - Jundiai A
JB - Jundiai B

Para a analise citolégica, os isolados foram crescidos em meio BDA e
laminas foram preparadas para a observacao de estruturas reprodutivas e coloragao
das hifas. Foi empregada a técnica de microcultivo na qual duas laminulas foram
flambadas e colocadas sobre meio BDA, o fungo a ser observado foi inoculado
sobre o0 meio, margeando a laminula e encubado por 7-14 dias a 28°C. Apos este
periodo, as laminulas sobre as quais houve crescimento de hifas, foram utilizadas na
preparagao de ladminas que foram coradas com azul-algodédo, ou tratadas com
lactofenol de Onions et al. (1981) e observadas ao microscopio 6tico em aumento de
400X e 1000X (6leo de imerséo). Os resultados foram analisados com base na
literatura especifica (BARNETT & HUNTER, 1972).

3.6 Crescimento micelial
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Fungos inoculados em meio BDA foram mantidos em 28°C por um periodo
de 14 dias apos isto, os fungos foram avaliados quanto ao raio de crescimento
micelial in vitro, como mostra a Figura 1, assim colénias que cresceram, em 14 dias,
nao ultrapassando o perimetro do terco central do raio da placa, foram considerados
fungos de crescimento lento, aqueles cujo crescimento atingiu o terco mediano do
raio, fungos de crescimento médio e finalmente os que neste periodo de tempo

atingiram o tergo proximo a borda os de crescimento rapido.

Figura 1. Metodologia empregada para quantificar a velocidade de crescimento dos fungos
endofiticos isolados. A analise foi realizada no 14° dia apds a inoculagao do enddfito em
meio BDA e mantido a 28°C, a medida do raio da placa foi dividida em trés, desta forma,
os fungos cujas coldnias cresceram dentro do limite do tergo proximo ao centro (flecha
azul) foram considerados de crescimento lento, aqueles que atingiram o terco médio,
(segmento vermelho) e o ter¢o do raio proximo a borda da placa (flecha verde) foram
considerados respectivamente fungos de crescimento médio e rapido.

3.7 Extrac&do de DNA total

O DNA total de fungos isolados foi extraido segundo Raeder & Broda (1985).
Para a extracdo de DNA, os fungos endofiticos isolados foram crescidos em meio
BD (batata dextrose liquido). Cada fungo foi inoculado em tubos contendo 3 ml de
BD e incubados a 28°C por um periodo de aproximadamente 7 - 14 dias,
dependendo do tempo de crescimento do fungo. A massa micelial formada foi entdo
removida para o funil de porcelana contendo papel filtro, lavado por duas vezes com
agua destilada esterilizada. Apds esse processo, a massa micelial foi retirada do

papel com pinga e embalada em folha de aluminio, sendo descriminado o cédigo da
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amostra, conservando-se em camara fria a 4°C por um periodo de até 15 dias. O
papel filtro e folha de aluminio utilizados foram previamente autoclavados.

A massa micelial foi triturada em Ny liquido e 2g do pd resultante foi
ressuspendido em 2 mL de solugdo Tampéo (Tris 1M e pH 8.0; EDTA, 0,5M; NaCl
5M; SDS 10% e H,O MilliQ). Esta suspensao foi incubada a 65°C por 60 min. e
centrifugada a 12000 Xg por 10 minutos. A seguir, 800 uL de sobrenadante foram
transferidos para tubos tipo ependorff de 2,0 mL contendo 800 uL de fenol. A mistura
foi homogeneizada e centrifugada a 12000 Xg por 10 minutos. Apds esse processo,
o sobrenadante foi coletado e este foi transferido para outro tubo ependorff de 1,5mL
e adicionado um volume de “Clorofane” (Fenol: Cloroférmio na proporgéo de 1:1). Os
tubos foram novamente homogeneizados e centrifugados a 12000 Xg por 10
minutos. Novamente, o sobrenadante foi transferido para outro tubo de 1,5mL, e
adicionado um volume de “Clorofil” (Cloroférmio: Alcool isoamilico na proporcédo de
24:1). Mais uma vez os tubos foram homogeneizados e centrifugados a 12000 X g
por 10 minutos, o sobrenadante, mais uma vez, foi transferido para outro tubo de
1,5mL e foi adicionado a este 50uL de NaCl (5M) e etanol P.A. para completar um
volume total de 1,5mL. Os tubos foram levemente agitados e mantidos por 60
minutos a -20°C. Em seguida, os tubos foram centrifugados por 3 minutos a 12000 X
g. Desta vez, o sobrenadante foi descartado e aos tubos foram acrescentados 200uL
de alcool 70% para lavagem do DNA. Esse processo foi repetido mais uma vez. Os
tubos foram centrifugados a 12000 Xg por mais 3 minutos e finalmente o
sobrenadante foi descartado e o DNA foi seco 4°C por 12 horas e em seguida
adicionados 50uL de TE e aquecido por 15 minutos a 37°C. Posteriormente o DNA
foi quantificado em gel de agarose 1,2% juntamente com marcador A. Apos
eletroforese o gel foi corado por 15 — 20 min. em solugdo de brometo de etidio (1,0
ug/m) e fotografado sobre luz U.V. Para a realizacdo da reacdo de PCR, as

amostras foram padronizadas e diluidas para 20ng.

3.8 Amplificacéao daregido ITS1-5,85-ITS2 do rDNA
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A reacéo de PCR foi preparada com 2,0uL de DNA fangico com o intuito de
amplificar a regiao 1TS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Para cada amostra, os componentes e
quantidades da mistura para cada reacdo da PCR estdo descritos na Tabela 5, os
iniciadores utilizados para a amplificacéo foram ITSA (5-
TCCGTAGGTAACCTGCGG-3) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3). Em
seguida, as amostras foram amplificadas em termociclador programado para uma
desnaturagao inicial a 94°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por 30
segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por um minuto.

A separagao dos fragmentos amplificados foi realizada por eletroforese em
gel de agarose a 1,2% (1,2g de agarose dissolvidos em 100 mL Tampao Tris-Acido
acético-EDTA 1X) a 100 Volts, conjuntamente com o marcador de peso molecular
(1Kb). Apos o término da eletroforese, o gel foi corado em solugdo de brometo de
etidio (1,0 pg/mL), e foi fotografado (camara Kodak Digital Science), sobre

transluminador de luz UV.

Tabela 5. Componentes e Concentragdes Utilizadas nas Reacdes de PCR.

Componentes 1 Reacéo (ulL) Concentracdo
Final
Agua Milli-Q* 34.1
Tampao da enzima (Invitrogen) 5.0 7,4Mm
MgC12 3.7 50mM
dNTP (2,5uM de cada dNTP) 4.0 0,2 mM
Iniciador ITS1 0.4 50uM
Iniciador ITS4 0.4 50uM
Taq DNA Polimerase (Invitrogen) 0.2 1u/pL
DNA (10ng/uL) 2,0

*Autoclavada.

3.9 Segiienciamento

A purificagdo do produto da PCR foi realizada pelo método de PEG 8000.
Um volume de 50uL do produto de PCR de cada amostra foi transferido para
microtubos de 1,5mL contendo 50uL de PEG 8000, em seguida o material foi

incubado a 37°C por 15 min., centrifugado a 14.000 Xg por 15 min. (temperatura
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ambiente) e o sobrenadante foi retirado e descartado. Em seguida, 125uL de etanol
80% gelado foi adicionado aos microtubos, que foram incubados, em temperatura
ambiente por 1 min. e apods isto o0 sobrenadante foi retirado e descartado, mais
125uL de etanol 80% gelado foi adicionado aos microtubos, em seguida, incubados
em temperatura ambiente por 1 min. e o sobrenadante retirado e descartado. Apos,
os microtubos contendo produto de PCR purificado, foram secos, para completa
evaporagao do etanol, e apos isto o DNA foi dissolvido em agua MilliQ e mantido em
camara fria a 4°C por 12 horas. A fim de confirmar a eficiéncia do processo de
purificacado, os produtos de PCR purificados foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 1,2%. As amostras foram enviadas ao Instituto do Genoma Humano
(IB/USP) onde foram sequenciadas.

As sequéncias foram contrastadas com sequéncias depositadas no

GenBank <HTTP://www.ncbi.nlm.nih.gov>, em busca de seqliéncias mais similares.

3.10 Analise multivarida

A analise multivariada foi realizada pelo Dr. Fernando Dini Andreote da
EMBRAPA Meio Ambiente. As frequéncias de isolamento de cada grupo foram
consideradas em cada amostra avaliada. Como fatores ambientais foram
considerados as variaveis nominais (qualitativas) local de isolamento e aplicagdo de
fungicida, enquanto que como varidveis quantitativas foram consideradas
pluviosidade, temperatura e frequéncia de inibicdo de Fusarium e Botrytis. A analise
de Correlacdo por DCA determinou o gradiente de distribuigdo das espécies nas
amostras, levando a aplicagdo do modelo matematico de redundancia. O teste
estatistico de permutacdo de Monte Carlo foi aplicado considerando 499
permutacdes aleatdrias, permitindo avaliar a significancia (valor p) dos fatores

ambientais considerados na distribuicdo de espécies nas amostras.

3.11 Experimentos de antagonismo
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3.11.1 Linhagens

As linhagens de Botrytis sp. (isolado de Eucalyptus saligna) e Fusarium sp.
(agente causal de fusariose em videiras) foram gentilmente cedidas pela Dra. Isabel
Paz da colegdo da Universidade de Caxias do Sul e pela EMBRAPA Uva e Vinho,
respectivamente. Botrytis sp. e Fusarium sp. foram crescidos em placas contendo
meio BDA por 7 dias a 22°C e 28°C respectivamente. Apds isto, foram conservados
a4°C.

3.11.2 Antagonismo

Os experimentos de antagonismo in vitro foram realizados pelo método de
confrontagdo direta dos endofitos contra os isolados fitopatogénicos Fusarium sp. e
Botrytis sp. Um disco de 8 mm retirado da borda da colénia do fungo patogénico foi
inoculado no centro da placa, contendo meio BDA, e em duas extremidades foram
inoculados fungos endofiticos. Como controle o fungo patogénico foi inoculado sem
a presenga dos enddfitos. A avaliagdo foi realizada quando a colénia do fungo
(controle) alcangou as bordas da placa. Todos os testes foram realizados em

triplicatas.

3.12 Experimentos de antibiose

3.12.1 Linhagens

As linhagens de bactérias e levedura patogénicas (Tabela 6) utilizadas neste

trabalho foram obtidos da colegédo do Laboratério de Genética de Microrganismos da
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Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ/USP) e Departamento de
Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (DAUFPE).

Linhagens de Xanthomonas axonopodis e Xanthomonas citri foram mantidas
em estufa a 28°C e Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus e Candida albicans a 37°C, todas as linhagens foram crescidas
em placas de petri e tubos de penicilina (10 ml) contendo meio Nutriente Agar (NA)

por cinco dias. Apos esse periodo, todo o material foi armazenado a 4°C.

Tabela 6. Linhagens de bactérias e levedura.

Bactéria Linhagem
Xanthomonas axonopodis ESALQ 01
Bacillus subtilis DAUFPE 16
Escherichia coli DAUFPE 22A 25922 ATCC
Staphylococcus aureus DAUFE 01
Candida albicans DAUFPE MC7

3.12.2 Producéo de compostos com atividade antimicrobiana

Para a verificagdo da producdo de compostos com atividade antimicrobiana
pelos fungos endofiticos isolados, cada amostra foi crescida em tubos Falcon
contendo 10 mL de meio BD por um periodo de 14 dias ou até o fungo alcangar a
fase estacionaria. Apds isto, o meio foi retirado com auxilio de uma pipeta e
transferidos 2 mL para tubo centrifugado (14000 Xg) por 10 min. Em seguida o
sobrenadante foi transferido para outro tubo e conservado em 4°C para
experimentos posteriores .

Testes de producdo de compostos antimicrobianos foram realizados
utilizando-se o sobrenadante centrifugado do crescimento dos enddfitos contra as
bactérias Xanthomonas axonopodis; Bacillus subtilis; Escherichia coli;
Staphylococcus aureus, e a levedura Candida albicans. As bactérias e a levedura
foram inoculadas em placas contendo meio nutriente Agar NA (extrato de carne:
3,0g; peptona: 5,0g; Agar: 15,0g; agua destilada: 1,0 L; pH 7,3), com auxilio de al¢a
de vidro (100uL de solugdo bacteriana e de leveduras em diluicdo de 10™"). Cada

placa inoculada com uma bactéria recebeu cinco perfuragcées, com um perfurador de
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0,8 mm de diametro. Apds isto, cada pogo recebeu 60 uL do sobrenadante do
isolado endofitico a ser testado. Apds incubagao a 28°C por 24 horas, as placas

foram observadas para verificacdo de formacéo de halo de inibi¢cao.

3.12.3 Extracao de compostos bioativos

A linhagem de fungo 2J2DFT6 foi inoculada em 250 mL de BD, e mantida
em cultura estatica a 28°C por 14 dias. Apés isto, a cultura foi centrifugada por 15
minutos em 14000rpm o precipitado foi descartado e o sobrenadante foi enviado ao
Laboratério de Sintese de Compostos Organometalicos do Centro Interdisciplinar de
Investigacdo Bioquimica (CIlIB), onde foi realizada a extracdo dos compostos
bioativos, pela equipe do Dr. Antonio Carlos Favero Caires de acordo com
metodologia padrao, utilizando cloroférmio, acetona e agua como solventes. Apds

extracdo, a amostra foi concentrada com rotavapor para um volume de 5 mL.

3.12.4 Analise de antibiose do metabdlito extraido da linhagem
2J2DFT6

Para testar a presengca dos compostos bioativos, extraidos com solventes
organicos, dos metabdlitos produzidos pelo isolado 2J2DFT6, foram realizados
testes dos extratos contra as bactérias Xanthomonas axonopodis; Bacillus subtilis;
Escherichia coli; Staphylococcus aureus; e a levedura Candida albicans. As
bactérias e levedura foram inoculadas em placas contendo meio NA (100 uL de
solucdo bacteriana e de levedura com diluicdo de 10™") com auxilio de alca de vidro.
Cada placa inoculada com uma bactéria ou a levedura recebeu trés discos de papel
filtro de 10,0mm de raio cada um, que foram previamente embebidos com 80uL das
fracbes obtidas em H,0O; Cloroférmio e Acetona e secos por 4 horas para a
eliminagdo do solvente. Apds incubacdo a 28°C por 24 horas, as placas foram

observadas para verificacdo de formacao de halo de inibigao.
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3.12.5 Caracterizagao do composto

O extrato obtido pela extracdo em cloroférmio foi analisado pela técnica de
FTIR/ATR. Utilizou-se um espectrofotémetro Perkin-Elmer mod. Spectrum 100 e um
monocristal de Seleneto de Zinco 45° como elemento dptico de reflexdo interna. Um
filme da amostra foi obtido depositando-se 1 mL da solugcdo sobre o monocristal e
evaporando-se o solvente. O espectro de infravermelho foi medido na regidao de

4000-650 cm™', com uma resolugéo de 2 cm™.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento de fungos endofiticos

Por meio da metodologia empregada foi possivel isolar 275 fungos

associados a videiras em cultura agroecologica em Salesopolis e cultura comercial

em Jundiai (vinhedos A e B). A Tabela 7 mostra todos os isolamentos realizados

bem como as frequéncias de infecgéo.

Tabela 7. Frequéncia de infec¢do (F.l.) de fungos endofiticos isolados de videiras Vitis labrusca L
var. Niagara Rosada cultivadas em Salesopolis (cultura agroecoldgica) e Jundiai
vinhedos A e B (cultura comercial), parte da planta de onde foram isolados os enddfitos e
época da coleta do material vegetal.
Tratamento Local Parte planta Més coleta 2007 Frequéncia infecgéo (F.l.)
T1 Salesopolis Folha Janeiro 0,99+0,01
T2 Jundiai A Folha Janeiro 0,45+0,19
T3 Jundiai B Folha Janeiro 0,86+0,09
T4 Salesopolis Folha Junho 0,60+0,07
T5 Jundiai A Folha Junho 0,78+0,07
T6 Jundiai B Folha Junho 0,87+0,09
T7 Salesopolis Caule Junho 0,22+0,02
T8 Jundiai A Caule Junho 0,5310,14
T9 Jundiai B Caule Junho 0,73+0,09

Em relagcdo ao local de amostragem, os valores de frequéncia de infec¢ao

em folhas variaram entre 0,45 e 0,99 (Figura 2). O valor de freqténcia de infeccao

(F1) de enddfitos isolados de folhas de videiras cultivadas em Salesépolis e Jundiai

(vinhedo B), em janeiro, ndo diferiu significantemente. No vinhedo A, em Jundiai no
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mesmo periodo, foi obtido o menor valor de Fl de enddfitos de folha, 0,45, como os
vinhedos A e B estdo sob as mesmas condi¢des climaticas, possivelmente na época
do isolamento as plantas, deste campo, ainda estavam sob a acédo da aplicacdo de
tratamentos fungicidas.

Comparando-se as frequéncias de infecgao obtidas em caule em Salesopolis
e Jundiai, foram observadas maiores freqliéncias de isolamento nos vinhedos de
Jundiai (A e B), variando entre 0,53 e 0,73, em Salesopolis o valor de frequéncia de
infeccdo obtido em caule foi 0,22 (Figura 3). A diferengca entre a freqiéncia de
infeccdo de caule em Salesoépolis e Jundiai possivelmente € devido a diferencgas
climaticas locais, tais como temperaturas e pluviosidades médias mais baixas na
regido de Salesdpolis que em Jundiai no més de junho.

Quanto a variagdes na frequéncia de infecgdo, segundo a época em que foi
realizado o isolamento de fungos endofitcos de folhas (Figura 2), o valor da Fl, nos
isolamentos de enddfitos de videiras cultivadas na regidao de Salesépolis, no més de
janeiro (verdo) foi maior comparada ao valor obtido no més de junho (inverno). Brum
(2006) em estudo de comunidades endofiticas de videiras Niagara Rosada,
observou a prevaléncia de fungos endofiticos isolados nas coletas em que as
temperaturas foram mais altas, estes dados coincidem com os resultados obtidos
neste estudo para a mesma regido. Em Jundiai, no vinhedo A, o valor de FI foi
menor em janeiro comparado ao observado no més de junho e no vinhedo B as
frequéncias de infeccdo foram praticamente iguais nas duas amostragens. O
aumento do numero total de isolados endofiticos ao longo do tempo tem correlagéo
com a sazonalidade e a idade da planta, como ja descrito para outras plantas
(BERNSTEIN & CARROLL, 1977; BROWN et al., 1998; BUSSABAN et al., 2001;
RODRIGUES & SAMUELS, 1990; RODRIGUES, 1992). Os fatos que podem
contribuir para estas mudangas ao longo da idade da planta estao relacionados ao
aumento da exposi¢cao a propagulos em relagdo ao tempo e mudangas fisiologicas
nos tecidos das mesmas (ESPINOSA-GARCIA & LONGENHEIM, 1990). Em tecidos
foliares de videiras, o ponto maximo de infecgao por endoéfitos deve ser pouco antes
das mudangas fisiolégicas, na planta, que culminaram com a perda das folhas e a
entrada no periodo de repouso hibernal, pois nesta época as folhas atingiram a
idade maxima. Desta maneira, mudangas locais de temperatura, nos meses em que
a planta entra em repouso hibernal, podem interferir adiantando ou atrasando o inicio

do repouso hibernal, de modo que nestes meses de transicdo € provavel que os



52

valores de frequéncia de infeccdo sejam flutuantes por estarem entre o ponto
maximo de infeccdo dos tecidos e o declinio pela chegada da época de repouso
hibernal da planta hospedeira. A temperatura média em Salesdpolis € menor que em
Jundiai (Tabela 1), possivelmente, as videiras na regido de Salesopolis estavam
mais adiantadas no processo de entrada na fase de repouso hibernal e isto poderia
explicar a frequéncia de infeccdo em caule e folha, em Salesépolis no més de junho,
ter sido menor que em Jundiai.

Freqgluéncia de infeccdo de fungos endofiticos de folha
nos meses de janeiro e junho de 2007.

I :[ = Saleso6polis
0,8 - -
cultura agroecoldgica

0,6 -
B Jundiai vinhedo A

Frequéncia de infeccéo (FI)

0.4 - cultura comercial
0,2
Jundiai vinhedo B
0 - cultura comercial
jan/07 jun/07

Epoca de realizacdo dos isolamentos de endofitos

Figura 2. FreqUéncia de infeccdo de fungos endofiticos em tecidos foliares de Niagara Rosada em
relacdo aos locais amostrados.
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Figura 3. Frequéncia de infec¢do de fungos endofiticos em caules de Niagara Rosada em relagéo
aos locais amostrados.

Considerando apenas parte da planta, independente do local de

amostragem ou trato cultural, foi observado que a frequéncia média de infecgao (F.l.)
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variou entre 0,22 e 0,87. A Figura 4 mostra os valores das frequiéncias de infeccao
obtidas para folha e caule em todos os vinhedos onde foram realizados isolamentos
de enddfitos. Os valores de FI de folha foram maiores que os encontrados para
caule em todos os isolamentos, independente do local de amostragem ou trato
cultural. Este dado mostra que a parte da planta a ser analisada pode ser um fator
importante na densidade microbiana, visto que a densidade de fungos endofiticos é

menor em caule se comparada a F| apresentada para tecido foliar.

Frequéncia de infec¢cdo em relagdo ao nicho ocupado na
planta

1
@ 0,9
o 08 u Salesépolis
S 07 cultura agroecolégica
Q ’
(]
e 06
© 0,5 ® Jundiai A
© ! .
< 04 cultura comercial
(&S]
S 03
> 02 Jundiai B .
o cultura comercial
o 01

0

Folha Caule

Figura 4. Freqliéncia de infecgao nos diferentes nichos ocupados por fungos endofiticos em Niagara
Rosada.

Quanto a influéncia do trato cultural sobre a comunidade endofitica, a cultura
agroecologica, em janeiro, apresentou o maior valor de FI comparado aos resultados
na cultura comercial. Sartori et al. (2005), em uma estimativa sobre a influéncia de
trés sistemas de produgcdo de macgas, convencional, integrado e organico, sobre a
diversidade das populagdes de microrganismos, verificou variagdo nas populagdes
de microrganismos de acordo com o sistema de produgédo e época da coleta, e
constatou que o sistema agroecoldgico apresentou um maior numero e diversidade
de microrganismos.

Foi observado na cultura comercial diminuicdo da frequéncia de infecgcao de
endofitos no periodo apos aplicagdo de fungicidas e durante o tempo de

permanéncia do fungicida no meio ambiente, apos isto, a frequéncia de infec¢ao
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aumenta gradativamente. No vinhedo A, em Jundiai, os ultimos produtos fungicidas
aplicados antes das coletas foram: Maconzeb +Metalaxyl-M (vida curta) em janeiro
de 2007 e Oxicloreto de Cobre (vida longa) em novembro de 2006. A Fl no vinhedo
A no més de Janeiro/07 foi 0,45, menor que os valores obtidos para os outros
vinhedos (cultura agroecolégica e comercial B que estava a 6 meses sem tratamento
fungicida em janeiro) é provavel que a comunidade endofitica ainda estivesse sob a
acao do fungicida sistémico Maconzeb+Metalaxyl-M e do Oxicloreto de Cobre. Em
junho/Q7, apds cinco meses sem receber nenhum tratamento fungicida, a Fl obtida
em plantas no vinhedo A aumentou para 0,78. O vinhedo B, em janeiro/07, que
estava a mais de 6meses sem receber tratamento fungicida apresentou, em janeiro,
valor maior de Fl 0,86 e em junho 0,87, valores de FI maiores que aqueles obtidos
no vinhedo A (Figura 2). Esta recuperagdo no numero de enddfitos colonizando
plantas tratadas com agroquimicos, também foi observada por Stuart (2006) que
investigou a diversidade da comunidade endofitica de fungos associada a cana-de-
agucar transgénica tolerante a imazapyr e suas linhas de cultivo ndo transgénicas, e
observou que a aplicagdo do herbicida imazapyr induziu mudangas rapidas e
transientes na comunidade de fungos, as plantas transgénicas induziram mudancgas

mais lentas que foram mantidas ao longo do tempo.

4.2 Analise Multivariada

A analise multivariada mostrou o comportamento conjunto das variaveis
amostradas. O gradiente de distribuicdo dos dados foi de 1.495, o que determinou a
aplicacao da analise de redundancia (RDA). Nesta analise, como os vetores tendem
para a mesma direcdo pode-se dizer que a tempetatura e a pluviosidade aumentam
conjuntamente, como ja esperado. Adicionalmente a estes fatores, a frequéncia de
inibicdo de Fusarium também respondeu ao aumento destes fatores no ambiente,
enquanto que a frequéncia de inibicdo de Botrytis parece ser independente da
variagdo na temperatura e pluviosidade. Porém, correlacionando estatisticamente a
ocorréncia de isolados endofiticos com os fatores ambientais, o unico fator

significativamente interferindo na comunidade fungica obtida é a temperatura
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(p=0,05). Os demais apenas mostram tendéncias, porém sem significancia (p>0,05)

de acordo com o teste de permutagao Monte Carlo (Figura 5).
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Andlise de redundancia (RDA) entre a ocorréncia de grupos de fungos endofiticos e os

fatores ambientais. Todos os fatores ambientais sdo apresentados, porém apenas os
marcados com * foram significantes para determinar a composi¢cdo das comunidades
(p<0,05) de acordo com o teste de permutacdo de Monte Carlo. Os valores nos eixos
indicam a porcentagem da correlagao grupos-variaveis ambientais no respectivo eixo.

4.3 Andlise morfoldgica

4.3.1 Anélise morfolégica macroscopica
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Com relagao as semelhancas morfologicas e coloragdo micelial, os fungos
endofiticos analisados apresentaram grande variabilidade (Figura 6) e a freqténcia
em cada grupo é apresentada na Figura 7, muito embora os grupos morfolégicos
tenham sido classificados segundo as tonalidades branca, cinza, preta, verde,
marrom, amarela, cinza com laranja, rosa e vermelha, segundo a cor predominante.
Fungos brancos e cinza representaram a metade do total de isolados sendo estes
fungos de crescimento rapido. Fungos de crescimento rapido in vitro predominaram
em quantidade de isolados obtidos dos tecidos foliares e caulinares de videiras da
variedade Niagara Rosada, totalizando 77,4% enquanto fungos de crescimento
médio e lento representaram 14,6% e 8% respectivamente. Embora tenham sido
predominantes, os fungos de crescimento rapido ndo necessariamente se encontram
em maior numero sob condi¢des naturais, pois as condi¢cdes de laboratorio e método
de isolamento utilizado podem ter privilegiado o crescimento destes fungos

selecionando-os.
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Morfologia de endoéfitos de Niagara Rosada
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Figura 7. Frequéncia de grupos morfoldgicos. Distribuicdo geral de fungos endofiticos de Vitis
labrusca L. var. Niagara Rosada segundo a freqUéncia desses isolados dentro das
classes de coloragao micelial.

4.3.2 ldentificacao citoldgica

Os fungos isolados de folha e caule de Niagara Rosada foram
microcultivados e identificados pela morfologia de estruturas reprodutivas. A
identificacdo citoléogica depende da produgdo de estruturas reprodutivas in vitro
(Figura 8) e da observacdo de estruturas caracteristicas que possibilitam a
identificacdo do isolado. Dos fungos endofiticos isolados cerca de 20 % puderam ser
identificados por técnicas citolégicas, visto que alguns isolados n&o produziram

estruturas reprodutivas nas condi¢des utilizadas.
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Estruturas Fungicas. As fotos de estruturas reprodutivas (cédigo da amostra e

identificagdo) observadas ao microscopio 6tico em aumento de 400x e 1000x.

4.4 Caracterizagcdo da comunidade de fungos endofiticos de

Niagara Rosada

O protocolo utilizado para a extragdo de DNA gendbmico dos fungos

endofiticos

isolados de Niagara Rosada (Vitis

labrusca) proporcionou bom

rendimento e DNA de boa qualidade (Figura 9). A amplificacdo da regiao ITS1 —

5,8S — ITS2 do gene rRNA resultou em produtos de PCR com tamanho entre 600pb

a 700pb (Figura 10).
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Figura9. Gel de eletroforese mostrando a qualidade do DNA total de fungos endofiticos de
Niagara Rosada (Vitis labrusca).
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FiguralO. Gel de eletroforese mostrando o padrao de amplificagéo das regides ITS1 — 5,8S — ITS2
do rDNA de fungos endofiticos isolados de Niagara Rosada (Vitis labrusca).

O sequenciamento da regido ITS1 — 5.8S — ITS2 do rDNA foi realizado para
identificacdo dos fungos endofiticos e para avaliar a relagdo filogenética entre
isolados. Foram utilizados 78 isolados fungicos, 30% dos isolados de cada
tratamento foram selecionados e sequienciados. As sequéncias foram confrontadas
com o banco de dados do GeneBank, por meio do Blast,. Os alinhamentos para a
identificacdo dos isolados e constru¢do dos dendrogramas foram realizados com as
sequéncias que apresentaram similaridade de bases entre 90 e 100% encontradas
no GeneBank, conferindo uma boa confiabilidade (Anexo A).

Os fungos endofiticos isolados de Vitis labrusca L. var. Niagara Rosada
pertencem aos filos Ascomycota e Basidiomycota, sendo 90% de todos os isolados
ascomicetos e apenas 10% basidiomicetos. As classes de ascomicetos presentes
foram Sordariomycetes 70% e Dothideomycetes 30% (Figura 11), os basidiomicetos
isolados foram todos da classe Agaricomycetes.

A porcentagem de isolados ascomicetos em cada ordem das classes

Sordariomycetes e Dothideomycetes pode ser observada na Figura 12. Na classe
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Dothideomycetes houve predominio dos isolados pertencentes a ordem
Pleosporales, enquanto na classe Sordariomycetes as ordens predominantes foram
Diaporthales, Phyllachorales e Xylariales. As ordens Hypocreales e Sordariales
apresentaram numero reduzido de isolados.

Para fins de organizagdo dos dados, os isolados foram selecionados pela
Ordem a que pertencem, para construcdo dos dendrogramas. Assim, foram
construidos 7 dendrogramas: Diaporthales (Figura 13); Phyllachorales (Figura 14);
Xylariales (Figura 15); as ordens Hypocreales e Sordariales, devido ao numero
reduzido de isolados, foram agrupadas (Figura 16); Pleosporales (Figura 17);
Botryosphaeriales (Figura 18) e Agaricales (Figura 19).

Na Figura 14, Ordem Phyllachorales, é possivel observar que todas as
sequéncias de isolados apresentaram grande similaridade formando agrupamentos
apenas com sequéncias do género Colletotrichum e sua forma teleomorfica
Glomerella, o mesmo ocorreu na Ordem Diaporthales, em que os isolados
apresentaram similaridade com o complexo Diaporthe/Phomopsis (Figura 13). Nos
demais grupos, os isolados apresentaram similaridade com maior numero de
géneros, na Figura 15, Ordem Xylariales, os géneros presentes foram
Nodulisporium, Pestalotiopsis e Hypoxylon, sendo predominante o género
Nodulisporium. Em Botryosphaeriales, Figura 18, os géneros encontrados foram
Botryosphaeria, Guignardia e Pseudofusicoccum, e o mais frequente foi
Botryosphaeria. O género Alternaria foi o mais frequente dentro da ordem
Pleosporales Os isolados da Ordem Agaricales distribuiram-se formando quatro
ramos bem definidos (Figura 19), as sequéncias dos isolados apresentaram
similaridade com os géneros Irpex, Homobasidiomycete, Aphyllophorales e

Schizophyllum.
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Distribuicao de fungos endofiticos isolados de Niagara Rosada nos
Filos Ascomycota e Basidiomycota e as classes de ascomycetos
isolados: Sordariomycetes e Dothideomycetes

= Filo Ascomycota B Classe Sordariomycete
@ Filo Basidiomycota Classe Dothideomycetes

Figura1l. Porcentagem de fungos endofiticos isolados nos Filos Basidiomycota e Ascomycota e
distribuicdo dos ascomicetos nas classes Dothideomycetes e Sordariomycetes.

Porcentagem relativa de fungos endofiticos do Filo
Ascomycota segundo a Classe e a Ordem a qual pertencem

30%
25%
20% A ® Ordem Diaporthales
= Ordem Hypocreales
15% 1 = Ordem Phyllachorales
B Ordem Sordariales
10% .
= Ordem Xylariales
5% - = Ordem Pleosporales
= Ordem Botryosphaeriales
0% -

Classe Sordariomycetes Classe Dothideomycetes

Filo Ascomycota

Figura12. Porcentagem das Ordens das Classes Sordariomycetes e Dothideomycetes na
comunidade fungica amostrada.
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Dendrograma construido pelo método de Neighbor-joining com base no modelo de
Jukes & Cantor (1969) para as seqUéncias da regido ITS1 — 5.85 — ITS2 do rDNA de
isolados de fungos endofiticos da Ordem Diaporthales. Seqiéncias referéncia do
GenBank foram utilizadas para comparagcdo entre os isolados. O ascomiceto
Cryphonectria parasitica foi utilizado como grupo externo. Em negrito estdo as
seqliéncias obtidas neste trabalho. Valores de bootstrap (n=1000 replicatas)z 50%
estdo demonstrados nas intersecgbes dos nés. Barra de escala = 0.02 substituigdes

por posicao.
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Dendrograma construido pelo método de Neighbor-joining com base no modelo de
Jukes & Cantor (1969) para as seqiéncias da regido ITS1 — 5.85 — ITS2 do rDNA de
isolados de fungos endofiticos da Ordem Phyllachorales. Seqliiéncias referéncia do
GenBank foram utilizadas para comparagdo entre os isolados. O ascomiceto
Glomerella truncata foi utilizado como grupo externo. Em negrito estdo as sequéncias
obtidas neste trabalho. Valores de bootstrap (n=1000 replicatas)= 50% estédo
demonstrados nas intersecgdes dos nos. Barra de escala = 0.01 substituicdes por

posigao.
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Dendrograma construido pelo método de Neighbor-joining com base no modelo de
Jukes & Cantor (1969) para as seqiéncias da regido ITS1 — 5.85 — ITS2 do rDNA de
isolados de fungos endofiticos da Ordem Xylariales. Sequéncias referéncia do
GenBank foram utilizadas para comparacéo entre os isolados. O ascomiceto Eutypa
lata foi utilizado como grupo externo. Em negrito estdo as sequéncias obtidas neste
trabalho. Valores de bootstrap (n=1000 replicatas)z 50% estdo demonstrados nas
intersecgdes dos nés. Barra de escala = 0.01 substituicées por posigao.
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Dendrograma construido pelo método de Neighbor-joining com base no modelo de
Jukes & Cantor (1969) para as seqUéncias da regido ITS1 — 5.85 — ITS2 do rDNA de
isolados de fungos endofiticos das Ordens Sordariales e Hypocreales. Seqiiéncias
referéncia do GenBank foram utilizadas para comparagdo entre os isolados. O
ascomiceto Aspergillus niger foi utilizado como grupo externo. Em negrito estdo as
sequiéncias obtidas neste trabalho. Valores de bootstrap (n=1000 replicatas)= 50%
estdo demonstrados nas intersecgdes dos nos. Barra de escala = 0.01 substituicdes
por posicao.
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Dendrograma construido pelo método de Neighbor-joining com base no modelo de
Jukes & Cantor (1969) para as sequéncias da regiao ITS1 — 5.8S — ITS2 do rDNA de
isolados de fungos endofiticos da Ordem Pleosporalles. Sequéncias referéncia do
GenBank foram utilizadas para comparagdo entre os isolados. O ascomiceto foi
Paraconiothyrium brasiliense utilizado como grupo externo. Em negrito estdao as
sequéncias obtidas neste trabalho. Valores de bootstrap (n=1000 replicatas)z 50%
estdo demonstrados nas interseccdes dos nés. Barra de escala = 0.01 substituigdes
por posic¢ao.
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Figura 18.

Dendrograma construido pelo método de Neighbor-joining com base no modelo de
Jukes & Cantor (1969) para as seqiiéncias da regido ITS1 — 5.8S — ITS2 do rDNA de
isolados de fungos endofiticos da Ordem Botryosphaeriales. Seqliéncias referéncia
do GenBank foram utilizadas para comparagao entre os isolados. O ascomiceto
Botryosphaeria dothidea foi utilizado como grupo externo. Em negrito estdo as
sequiéncias obtidas neste trabalho. Valores de bootstrap (n=1000 replicatas)z 50%
estdo demonstrados nas intersecgdes dos nds. Barra de escala = 0.01 substitui¢cdes
por posic¢ao.
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Calletatrichum glosogporicides U7 816069,

Figura 19. Dendrograma construido pelo método de Neighbor-joining com base no modelo de
Jukes & Cantor (1969) para as sequéncias da regido ITS1 — 5.85 — ITS2 do rDNA de
isolados de fungos endofiticos do Filo Basisiomycota. Sequéncias referéncia do
GenBank foram utilizadas para comparagcdo entre os isolados. O ascomiceto
Botryosphaeria dothidea foi utilizado como grupo externo. Em negrito estdo as
seqliéncias obtidas neste trabalho. Valores de bootstrap (n=1000 replicatas)= 50%
estdo demonstrados nas intersecgdes dos nds. Barra de escala = 0.05 substituicbes
por posicao.

Os géneros mais frequentemente isolados foram: Alternaria; Botryosphaeria;
Colletotrichum; Diaporthe e Guinardia.

A maioria dos géneros isolados de caule e folha de Niagara Rosada é
descrita como fitopatogénicos, inclusive para a viticultura. Estes microrganismos
isolados podem habitar em equilibrio, vivendo endofiticamente nos tecidos da
videira. Membros do género Botryosphaeria sdo cosmopolitas, apresentando ampla
variedade de hospedeiros, e ampla distribuicdo geografica (NIEKERK et al., 2004).
Colletotrichum é fitopatogénico em diversas culturas, causando doencas como a
podriddo da uva madura causada pelo C. gloeosporioides e também tem sido
isolado endofiticamente de diversas plantas, tais como: Glyicine max (MENDES et
al., 2001) e Himanthus sucuuba (MAGALHAES, 2000). Dos fungos associados &
Niagara Rosada, o género Colletotrichum apresentou a maior frequéncia.
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Espécies do género Guignardia sao citadas como os agentes da podridao da
videira e da doenga “mancha preta” nas culturas de citros (GLIENKE-BLANCO,
1999). Colletotrichum, e Guignardia foram isolados de plantas sadias neste trabalho,
indicando que estes géneros podem habitar endofiticamente Vitis labrusca L.
(Niagara Rosada).

Os géneros Alternaria, Colletotrichum e Guignardia tém sido frequentemente
isolados como endofitos de diversas fruteiras: Anacardium occidentale (caju),
(MEDEIROS, 1988; OLIVEIRA, 1999; FREIRE & BEZERRA, 2001); Citrus spp.
(laranja, tangerina e lim&o), (WRIGHT et al., 1998; GAI et al., 2000; ARAUJO et al.,
2001; GLIENKE-BLANCO et al., 2002; DURAN et al., 2005); Malpighia emarginata
(acerola), (FREIRE & BEZERRA, 2001); Mangifera indica (manga), (FREIRE &
BEZERRA, 2001; CARVALHO et al., 2005); Musa (banana), (PEREIRA et al., 1999;
PHOTITA et al., 2001; CAO et al., 2003); Punica granatum (roma), (FREIRE &
BEZERRA, 2001).

Em estudo sobre enddfitos isolados de Vitis vinifera, Mostert et al. (2000)
observaram que as espécies mais frequentes foram Alternaria alternata (40%) e
Sphaeropsis sp. (27%).

As espécies Irpex lacteus e Cerrena unicolor do filo Basidiomycota, e as
espécies Amphilogia gyrosa (sindbnimo: Cryphonectria gyrosa), Asordaria sibutii e
Metarhizium anisopliae do filo Ascomycota da classe Sordariomycetes foram
isolados pela primeira vez como enddfitos. A comunidade fungica endofitica de
Niagara Rosada apresentou alta diversidade de espécies, a Tabela 8 apresenta as

espécies encontradas e a frequéncia por tratamento.
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Tabela 8. Espécies de fungos endofiticos isolados de Vitis labrusca var. Niagara Rosada. Os cddigos
T1, T4 e T7 referem-se a tratamento agroecologico (Salesopolis); T2,T5 e T8 tratamento
com fungicidas (Jundiai), e T3, T6 e T9 vinhedo sem receber tratamento fungicida
(Jundiai).

Espécies Janeiro/ Folha Junho/ Folha Junho/ Caule

T T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
Alternaria alternata 1 1 2

Alternaria arborescens 1 1
Alternaria tenuissima 1
Amphilogia gyrosa 1
Apodus oryzae 1

Asordaria sibutii 1

Botryosphaeria parva 2 1
Ceriporiopsis sp. 1

Cerrena unicolor 1 1

Colletotrichum gloeosporioides 1 4 2 1
Daldinia eschscholzii 1

Daldinia loculata 1

Diaporthe helianthi 2 2

Diaporthe phaseolorum 1 1 1 1

Epicoccum andropogonis 1
Fusarium sp. 1

Fusarium chlamydosporium 1
Fusarium solani 1

Glomerella acutata 1
Glomerela cingulata 1 1 1 2 1
Guignardia mangiferae 1

Guignardia vaccinii 2

Hypoxylon sp. 1 2

Irpex lacteus 1
Microthia havanensis 1 1
Metarhizium anisopliae 1

Neofusicoccum parvum 1
Nodulisporium sp. 2

Paraconiothyrium brasiliense 1
Pestalotiopsis microspora 1
Pestalotiopsis paeoniicola 3

Phoma glomerata 1
Phoma herbarum 1 2
Phomopsis sp. 1 1

Phomopsis theicola 1

Phlebia subseriales 1

Polyporales sp. 1
Pseudofusicoccum stromaticum 1

Schizophyllum commune 1 1
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4.5 Antagonismo

Foram testados 78 enddfitos nos experimentos de antagonismo realizados
contra os fungos fitopatogénicos Fusarium sp. e Botrytis sp., os resultados de todos
os testes estdo apresentados no Anexo B. Reagdes positivas de antagonismo, de
fungos endofiticos isolados de Vitis labrusca L var. Niagara Rosada contra Fusarium
sp. e Botrytis sp. podem ser observadas nas Figuras 20 e 21.

A porcentagem de antagonismo de fungos endofiticos, isolados de videiras
em todos os tratamentos, contra Fusarium sp. e Botrytis sp. sdo apresentados nas
Figuras 22 e 23, respectivamente. Fungos endofiticos isolados de videiras Niagara
Rosada em cultura agroecoldgica apresentaram maior capacidade de antagonizar
fungos fitopatogénicos que isolados endofiticos de videiras em cultura comercial,
apenas a comunidade fungica isolada de folhas (janeiro) em cultura comercial A,
apresentou maior capacidade em antagonizar Fusarium sp. No més de junho, os
fungos endofiticos isolados de folhas de videiras em cultura comercial A e B, néo
foram capazes de antagonizar Fusarium sp. Os isolados de videiras em cultura
comercial A, no més de junho, apresentaram baixa porcentagem de antagonismo
contra Botrytis sp e a cultura comercial B ndo apresentou microrganismos capazes
de inibir Botrytis sp. Isolados de videiras em cultura agroecoldgicas, em junho
também, apresentaram menor capacidade de inibir Fusarium sp. e Botrytis sp. que
os isolados de folhas em janeiro. Estes resultados de capacidade de antagonismo
contra os fungos fitopatogénicos apresentados pelas comunidades endofiticas de
folha, no més de junho, podem ser devido a mudangas sazonais e fisiolégicas na
planta hospedeira induzidas pela época de transicdo para o periodo de repouso
hibernal, que culmina com a queda das folhas.

Os fungos endofiticos isolados de Niagara Rosada apresentaram maior
capacidade de antagonismo contra B. cinerea que a Fusarium sp. Em testes de
antagonismo realizados contra uma linhagem de Fusarium oxysporum isolado como
fitopatdgeno de cana-de-agucar (Saccharum officinarum), foi observado que esta
espécie esta era mais suscetivel ao antagonismo por endéfitos de videira que a
linhagem de Fusarium sp isolada como fitopatégeno para videiras (BRUM, 2006). E

possivel que, a linhagem de Fusarium sp. fitopatogénica de videiras tenha
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desenvolvido mecanismos de defesa e resisténcia na interagcdo com enddfitos de
videira. Apesar de serem géneros diferentes, as reagcdes de inibicdo observadas
contra a linhagem de Botrytis sp., isolado de Eucalyptus saligna, comparado aos
resultados de inibigdo ao Fusarium sp. fitopatdgeno de videira, foram mais intensos
e apresentaram maior porcentagem de reagbes de antagonismo positivo, inclusive
com produgdo de halo (Figura 21). Diferente do resultado observado para
comunidades endofiticos isoladas de videiras em cultura agroecologica, nos
vinhedos sob trato comercial, a maioria das comunidades endofiticas apresentou
capacidade de antagonismo igual contra B. cinerea e Fusarium sp. ou maior contra
Fusarium sp. Estes dados poderiam ser explicados pela perda de fungos endofiticos
especificos para Vitis labrusca L. var. Niagara Rosada apds o tratamento com
fungicidas, e recolonizagdo das videiras por fungos nédo especificos. Na interagéo
entre Fusarium sp. (fitopatogénico para videiras) e endoéfitos de videira, ambos
devem ter desenvolvido mecanismos de competicdo um com o outro. Desta maneira,
Fusarium sp. adaptado a competir com fungos especificos de videira, nao
apresentaria a mesma eficiéncia na competicdo contra estes novos fungos que
recolonizaram as videiras, e levariam vantagem no antagonismo contra Fusarium sp.
em relacao aos endofitos especificos de videira.

As comunidades fungicas endofiticas de videiras em cultura agroecologica
apresentaram maior capacidade de antagonismo a fungos fitopatogénicos que
aquelas em cultura comercial. Diversos estudos comprovam a estreita relacao de
enddfitos com a planta - hospedeira. Peters et al. (1998) utilizaram duas culturas de
calo de plantas e enddfitos, e descobriu que nas interagdes de enddéfitos com seu
proprio hospedeiro, metabdlitos secretados pelo calo hospedeiro no meio de
crescimento resultou em respostas de crescimento positivo dos enddfitos. Em dupla
cultura com calos de um nao hospedeiro, este ndo foi o caso, sugerindo que os
endofitos responderam a estimulo especifico produzido por seus respectivos
hospedeiros. Segundo Schulz & Boyle (2005) a sinalizagdo quimiotaxica envolvida
em diversas interagdes de endodfitos com a planta hospedeira sugere que estes
enddfitos ndo foram meros oportunistas incidentais em seus hospedeiros, mas que
tem ocorrido uma adaptacdo evolucionaria entre alguns endofitos e seus
hospedeiros. Os dados apresentados confirmam a perda de protecdo natural da

planta apés tratamento com agroquimicos.
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trole Fusarium sp.

A. Con

D. Controle otrytis sp.

Figura 20. Experimentos de antagonismo contra Fusarium sp. e Botrytis sp. A e D s&o placas de
controle; em B e C ao centro Fusarium sp e em E e F Botrytis sp. em B e E foram
testados os isolados 1S1DF10, a esquerda e Colletotrichum gloeosporioides a direita; C
e F testados os isolados Pseudofusicoccum stromaticum, a esquerda e 1S1DF6 a direita.

Figura 21. Analise de antagonismo de fungos endofiticos contra Botrytis sp. Isolados endofiticos
inibindo, com formagédo de halo (seta), Botrytis sp., ao centro da placa. O isolado
endofitico a esquerda é o fungo Botryosphaeria parva e a direita a linhagem 3S1DC3.

Apesar de a folha ser a parte da planta com maior freqiéncia de infeccéo,

caule apresentou maior porcentagem de endofitos capazes de inibir os fungos

fitopatogénicos avaliados
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Porcentagem de antagonismo contra Fusarium sp. em
funcdo do trato cultural
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20% - E . ,
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agroecoldgica comercial A comercial B

Figura 22. Porcentagem de fungos endofiticos de V. labrusca L. var. Niagara Rosada com
capacidade de inibir Fusarium sp.

Porcentagem de antagonismo contra Botrytis sp. em
funcdo do trato cultural
100%
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0% I T
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agroecolégica  comercial comercial

Figura 23. Porcentagem de fungos endofiticos de V. labrusca L. var. Niagara Rosada capazes de
inibir Botrytis sp.

Apods a colheita da uva, a videira inicia a fase de acumulo de reservas, na
qual carboidratos produzidos nas folhas serao dirigidos principalmente para raizes e
tronco. A fase seguinte compreende a perda total das folhas e a dorméncia. Desta
maneira, € provavel que a cada ciclo os enddfitos sejam eliminados da planta
juntamente com as folhas, ocorrendo uma nova reinfecgéo e colonizagao por fungos
endofiticos a cada inicio de ciclo com a brotagcéo. No tronco, durante a dorméncia, os
fungos endofiticos devem manter-se alojados, com a brotagcdo devem estender suas
hifas recolonizando os novos caules. Como existem, entre os diferentes géneros de

fungos, preferéncias de colonizagao de diferentes partes da planta (PETRINI, 1996;
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SIEBER et al., 1999; KUMAR & HYDE, 2004; SCHULZ & BOYLE, 2005) estes
enddfitos que permaneceram alojados no tronco durante a dorméncia podem néo ter
as folhas como seu habitat preferencial. Assim, fungos endofiticos de caule, que
permanecem na planta por toda sua vida devem ter desenvolvido maior
especificidade com a planta hospedeira. Nesta relacdo simbidtica com a planta
devem ter evoluido mecanismos de defesa contra fitopatdégenos, isto explicaria os
resultados obtidos neste estudo, em que a capacidade de antagonismo dos fungos

endofiticos de caule foi maior que a de enddfitos de folha.

4.6 Fungos endofiticos produtores de antimicrobianos

Experimentos para avaliar a producdo de compostos com atividade
antimicrobiana pelos isolados endofiticos foram realizados com o extrato bruto de
cada um dos 78 enddfitos isolados. O isolado endofitico 2J2DFT6 apresentou forte
reagao inibitéria, e sua analise filogenéticamente indicou pertencer ao género
Fusarium, sendo possivelmente da espécie Fusarium solani como pode ser
observado na Figura 24. A Figura 25 mostra a reagdo de inibicdo do isolado
2J2DFT6 contra Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Xanthomonas axonopodis e Candida albicans. O isolado 2J2DFT6 produziu um
potente composto antimicrobiano capaz de inibir fortemente o crescimento de
bactérias Gram +, Gram™ e a levedura patogénica humana C. albicans, mas nao

inibiu os fungos Fusarium sp. e Botrytis sp.
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Fungo endofitco produtor de composto antibidtico 2J2DFT6

; Gibberella figikuret ETT520056.1

Fusarium sp. AF 1784041

F. solan AB36%415.1

10 l
F. solani EU263916.1
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F. oxysporum EUE35402.1
"01E venenatm EUB53843.1

Colletotrichum gloeospotioides ETT200455

100

Figura 24. Dendrograma construido pelo método de Neighbor-joining com base no modelo de Jukes
& Cantor (1969) para a seqiiéncia da regido ITS1 — 5.8S — ITS2 do rDNA do isolado
fungico endofitico 2J2DFT6 (produtor de composto bioativo). Seqliéncias referéncia do
GenBank foram utilizadas para comparag¢éo com o isolado. O ascomiceto Colletotrichum
gloeosporioides foi utilizado como grupo externo. Valores de bootstrap (n=1000
replicatas)= 50% estdo demonstrados nas intersecgbes dos nés. Barra de escala = 0.05
substituicdes por posicao.



78

—
5. Xanthomonas axonopodis 6. Fusarium sp.

Figura 25. Reagdes de compostos com atividade antimicrobiana produzidos por fungos endofiticos
em meio liquido BD (batata dextrose). Nas placas, o pogo a esquerda mostra o teste de
antibiose da amostra 3S2DF13 que apresentou inibigao fraca apenas sobre as bactérias
Bacillus subtillis e Staphylococcus aureus, e a direita o teste de antibiose da amostra
2J2DFT6 apresentando forte reagdo de inibicdo com formagdo de halo contra as
bactérias. Escherichia coli, Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus; Xanthomonas
axonopodis e contra a levedura patogénica Candida albicans, como esta indicado pelas
setas nas fotos 1 a 5. Na foto 6 pode se observar que o teste do composto de 2J2DFT6
contra Fusarium sp. ndo inibe o crescimento micelial do fungo filamentoso.

4.6.1 Extracao e identificacdo de compostos bioativos

As solugdes resultantes das extragbes com os solventes orgéanicos: agua,
acetona e cloroféormio a partir do extrato bruto produzido pelo isolado 2J2DFT®6,
foram testadas contra Escherichia coli, Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus;
Xanthomonas axonopodis e a levedura Candida albicans. O composto extraido na
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fase cloroférmio preservou algumas propriedades bioativas, mantendo a capacidade
de inibigéo contra a bactéria Gram® Bacillus subtilis e a bactéria Gram™ Xanthomonas
axonopodis (Figura 26).

1. Bacillus subtilis 2. Xanthomonas axonopodis

Figura 26. Reagbes dos compostos extraidos com solventes organicos. Nas placas as letras A, B e
C sao respectivamente os testes com extratos obtidos com cloroférmio, agua e acetona.
As setas indicam a formacdo de halo de inibicdo em torno do papel filtro que foi
embebido com o extrato obtido com cloroférmio e seco antes de ser colocado sobre a
placa.

A analise do extrato obtido pela extracdo com cloroférmio realizada pela
técnica de FTIR/ATR. Gerou um filme da amostra que foi obtido depositando-se 1
mL da solugdo sobre o monocristal e evaporando-se o solvente. O espectro de
infravermelho foi medido na regido de 4000-650 cm™, com uma resolugdo de 2 cm™.
Especialmente a banda em 1712 cm™ (Figura 27) é bastante caracteristica de
ésteres contendo radicais ciclicos alifaticos, como ocorre nos derivados contendo o
esqueleto taxdlico apresentado na Figura 28. Dessa forma é bem possivel que o
composto antibiético isolado desse fungo possua uma estrutura similar. Na india,
Chakravarthi, et al. (2008) isolaram um fungo de fragmentos de caule de Taxus
celebica que foi capaz de produzir paclitaxel em meio de cultura liquido, com base
em caracteristicas de colénia, morfologia de conidio e andlise da seqiéncia 26S do
rDNA, este isolado foi identificado como Fusarium solani. Entretanto este tépico
devera ser alvo de intensas pesquisas na continuidade deste trabalho.
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Figura 28. Esquema de esqueleto taxolico, 5a hidroxi-10phidroxi-taxadieno.
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Figura 27. Espectro de infravermelho medido na regido de 4000-650 cm™. A banda em 1712 cm™
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

Os resultados apresentados no presente trabalho permitem concluir que:

| - A comunidade fungica endofitica de Vitis labrusca L. variedade Niagara Rosada
apresenta uma grande diversidade genética sendo composta pelas espécies:
Alternaria alternata, Alternaria arborescens, Alternaria tenuissima, Amphilogia
gyrosa, Apodus oryzae, Asordaria sibutii, Botryosphaeria parva, Ceriporiopsis sp,
Cerrena unicolor,. Colletotrichum gloeosporioides, Daldinia eschscholzii, Daldinia
loculata, Diaporthe helianthi, Diaporthe phaseolorum, Epicoccum andropogonis,
Fusarium sp., Fusarium chlamydosporium, Fusarium solani, Glomerella acutata,
Glomerela cingulata, Guignardia mangiferae, Guignardia vaccinii, Hypoxylon sp,.
Irpex lacteus, Microthia havanensis, Metarhizium anisopliae, Neofusicoccum
parvum, Nodulisporium sp., Paraconiothyrium brasiliense, Pestalotiopsis
microspora, Pestalotiopsis paeoniicola, Phoma glomerata, Phoma herbarum,
Phomopsis sp., Phomopsis theicola, Phlebia subseriales, Polyporales sp.,
Pseudofusicoccum stromaticum, Schizophyllum commune.

Il - Fungos fitopatogénicos para outras culturas ou mesmo para a viticultura tais
como Botryosphaeria parva, Colletotrichum gloeosporioides, Diaporthe helianthi,
Alternaria alternata podem habitar endofiticamente Niagara Rosada (Vitis
labrusca).

IIl - Fungos endofiticos associados a Niagara Rosada tém a capacidade de inibir o
crescimento de Fusarium sp. e Botrytis sp., sugerindo que sua comunidade
fungica endofitica estd equilibradamente envolvida na protegdo da planta
hospedeira, auxiliando-a no controle de doencas fungicas.

IV - Em Vitis labrusca L. var. Niagara Rosada, os tecidos foliares apresentam maior
densidade e diversidade de fungos endofiticos que os tecidos caulinares,
porém a comunidade fungica endofitica de caule apresenta maior capacidade
de antagonismo a fungos fitopatogénicos que a comunidade endofitica de
folha.

V - A frequéncia de fungos capazes de inibir fitopatdgenos é maior em videiras
cultivadas no sistema agroecoldgico.

VI - A temperatura interfere significantemente na comunidade fungica de Vitis

labrusca var. Niagara Rosada.
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APENDICE A - Isolados de fungos endofiticos de Vitis
labrusca L. var. Niagara Rosada identificados pelo
sequenciamento da regiao ITS1 — 5.8S — ITS2 do rDNA
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1 Ident
Isolados Identificacéo Coﬂggldo .

Max.

1S2DF7 Homobasidiomycete sp. AY618675.1 94%
1S2DF17  Metarhizium anisopliae EU307898.1 87%
1S2DF3 Asordaria sibutii AY681180.1 99%
1S1DF2 Pseudofusicoccum stromaticum EF118041.1 99%
1S1DF6 Phlebia subseriales AB084620.1 99%
1S2DF1 Colletotrichum gloeosporioides  AY266402.1 98%
1S2DF5 Diaporthe phaseolorum EU622854.1 93%
1S3DF15 Phomopsis sp. AY620999.1 96%
1S2DF2 Schizophyllum commune AF280759.1 99%
1S3DF21 Diaporthe sp. AY513950.1 97%
1J3DFT5  Diaporthe helianthi AJ312356.1 97%
1J3DFT6  Diaporthe helianthi AJ312356.1 98%
1J3DFT9  Diaporthe helianthi AJ312356.1 98%
1J3DFT4  Phomopsis sp. AY620999.1 92%
1J2DFT4  Aphyllophorales sp. EF060449.1 93%
1J1DFN2 Botryosphaeria parva AY228097.1 98%
1J1DFN6 Botryosphaeria parva AY228097.1 98%
1J2DFN1 Diaporthe helianthi AJ312351.1 98%
1J2DFN4  Alternaria alternata DQ156340.1 100%

1J2DFN15 Phomopsis theicola DQ286286.1 94
1J3DFN4  Glomerella cingulata AB269938.1 99%
1J1DFN9  Hypoxylon sp. DQ322128.1 92%
3S3DF13  Phomopsis sp. AY620999.1 89%
3S2DF6 Colletotrichum gloeosporioides  EU427042.1 88%
3S2DF9 Glomerella cingulata AB219012.1 98%
3S2DF3 Colletotrichum gloeosporioides  AY266402.1 98%
3S3DF2 Guignardia vaccinii EU167584.1 98%
3S1DF3 Apodus oryzae AY681200.1 99%
3S2DF13 Nodulisporium sp. AF201756.1 98%
3S1DF7 Guignardia vaccinii EU167584.1 98%
3S1DF14  Hypoxylon sp. DQ201131.1 96%
3S1DF11  Nodulisporium sp. AF201756.1 98%
3S3DF6 Colletotrichum gloeosporioides  EU552111.1 99%
3S2DF11  Colletotrichum gloeosporioides  EU427042.1 95%
2J1DFT2  Fusarium sp. EU594570.1 98%
2J1DFT8  Alternaria alternata AY433814.1 99%

2J1DFT9  Hypoxylon sp. DQ322116.1 95
2J2DFT2  Colletotrichum gloeosporioides  EU294027.1 99%
2J2DFT7  Daldinia eschscholzii DQ322087.1 87%
2J2DFT9  Glomerela cingulata AB334524 .1 99%
2J2DFT10 Colletotrichum gloeosporioides  EU294027.1 99%
2J3DFT5  Hypoxylon sp. DQ322115.1 93%
2J2DFT6  Trametes corrugata EU661875.1 99%
2J1DFN7  Diaporthe phaseolorum EU622854.1 98%
2J1DFN9  Microthia havanensis DQ368734.1 97%
2J1DFN10 Colletotrichum gloeosporioides  EU552111.1 98%

100



2J1DFN11
2J1DFN12
2J2DFN1
2J2DFN3
2J2DFN4
2J2DFN5S
3S3DC1
3S3DC3
3S2DC1
3S2DC2
3S2DC3
3S1DC2
3S1DC3
3S1DC5
3S3DC2
2J3DCT3
2J1DCT1
2J1DCT6
2J1DCT2
2J3DCT1
2J3DCT2
2J1DCT7
2J1DCN2
2J1DCN5
2J2DCN1
2J2DCN2
2J2DCN5S
2J2DCNG6
2J1DCN4
2J2DCN4
2J2DCN8

Glomerella cingulata
Guignardia vaccinii
Alternaria alternata
Phomopsis sp.

Alternaria azukiae
Alternaria alternata
Diaporthe helianthi
Pestalotiopsis microspora
Pestalotiopsis paeoniicola
Pestalotiopsis clavispora
Pestalotiopsis paeoniicola
Botryosphaeria parva
Diaporthe helianthi
Neofusicoccum parvum
Schizophyllum commune
Alternaria arborescens
Fusariumchlamyclosporum
Paraconiothyrium brasiliense
Glomerella cingulata
Glomerella acutata
Phoma herbarum

Irpex sp.*

Microthia havanensis
Alternaria tenuissima
Polyporales sp.
Amphilogia gyrosa *
Phoma herbarum

Phoma herbarum
Colletotrichum gloeosporioides
Phoma glomerata

Phoma herbarum

AB334524.1
EUI67584.1
AY433814.1
AY620999.1
EU520228.1
AY433814.1
AJ312356.1
EU273522.1
EU400221.1
EU342213.1
EU400221.1
DQ356359.1
AJ312356.1
EUO80926.1
AF280759.1
DQ242506.1
AY213655.1
EU295637.1
EF423519.1
AB269945.1
AB369456.1
EU301643.1
EF025970.1
AY51455.1
EF672293.1
EF026147.1
AB369456.1
AB369456.1
AB042314.1
AY183371.1
EU082106.1

95%
98%
99%
99%
100%
100%
97%
99%
100%
100%
100%
98%
98%
98%
98%
99%
99%
99%
99%
98%
99%
98%
97%
99%
99%
95%
99%
98%
98%
99%
99%
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APENDICE B - Resultados dos experimento de
antagonismo
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Tabela 6. Resultados dos experimento de antagonismo
Amostra Fusarium sp. Botrytis sp. Amostra Fusarium sp. Botrytis sp.
352DC1 + + 2J1DFT8 - -
351DC2 +++ +++ 2J1DFT9 - -
351DC5 + + 2J2DFT2 - -
2J2DCN4 + + 2J2DFT4 - -
2J2DCN8 - - 2J2DFT6 - ++
2J1DCN5 - - 2J2DFT7 - -
2J3DCT1 - - 2J2DFT9 - -
2J3DCT2 + - 2J2DFT10 + +
2J1DCT7 ++ ++ 3J3DFT5 - -
2J2DCN2 ++ - 2J1DFN4 - -
2J1DCN1 ++ +++ 2J1DFN7 - -
2J1DCN3 + - 2J1DFN10 - -
2J1DCN4 + - 2J1DFN11 - -
3S1DC1 + ++ 2J1DFN12 - -
3S1DF9 - ++ 2J2DFN1 - +
3S1DF7 - - 2J2DFN3 - +
3S1DF3 + - 2J2DFN4 - -
3S1DF11 + ++ 2J2DFN5 - +
3S1DF14 - + 1J3DFT6 - -
3S2DF9 +++ +++ 1J3DFT9 - -
3S2DF6 - - 1J1DFN2 +++ +++
3S2DF11 - - 1J1DFN6 +++ +++
3S2DF3 - - 1J1DFN15 - +
3S3DF13 ++ ++ 1J3DFN15 - -
3S3DF2 - - 1S2DF1 - +
1S2DF7 - - 1S2DF5 + ++
1S2DF15 - - 1S3DF12 + +
1S1DF6 +++ +++ 1S3DF15 + ++
1S1DF2 ++ +++- 1J1DFN9 +++ +++
3S3DF6 - - 1JT3DF4 + +
3S2DF13 - ++ 1JT2DF4 +++ +++
1S1DF10 + +++ 1S2DF2 + +++
2J1DFT2 - - 1S2DF9 +++ +++
2J1DFT5 - - 1S3DF21 ++ ++
* — = auséncia de antagonismo
+ = antagonismo fraco

++ =antagonismo médio
+++ = forte antagonismo
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