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RESUMO 
 

Endófitos são microrganismos, cultiváveis ou não, que habitam o interior dos tecidos 
vegetais, sem causar danos ao hospedeiro e que não desenvolvem estruturas 
externas visíveis. Estes microrganismos podem proteger a planta hospedeira contra 
pragas e doenças e tem sido considerados importante fonte de compostos bioativos. 
Plantas de regiões tropicais apresentam grande diversidade de microrganismos. O 
Estado de São 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 endofíticos 
associados à Niagara Rosada em vinhedos comercial e agroecológico em duas 
regiões do Estado de São Paulo; ii) Avaliar o potencial de antagonismo dos endófitos 
contra Fusarium sp. e Botrytis sp. e iii) Bioprospecção de fungos capazes de 
produzir compostos com atividade antimicrobiana. A diversidade de fungos 
endofíticos isolados foi avaliada por meio de análise morfológica e seqüenciamento 
do rDNA, e a correlação dos dados ambientais com a ocorrência dos grupos 
fúngicos (ordens) foi realizada pela Análise de Redundância (RDA). Dessa forma, 
foram isolados 275 fungos endofíticos, sendo a comunidade fúngica de Vitis 
labrusca L. composta por isolados pertencentes aos filos Ascomycota e 
Basidiomycota. A diversidade genética dentro desta comunidade é grande, e os 
gêneros mais freqüentemente encontrados foram: Alternaria, Botryosphaeria, 
Colletotrichum, Daldinia, Diaporthe, Fusarium, Guignardia, Nodulisporium, 
Pestalotiopsis, Phoma e Schizophyllum. Nas folhas, foi observada maior freqüência 
de isolamento (F.I.) que em caule, porém, isolados de caule apresentam maior 
capacidade de antagonismo a fungos fitopatogênicos. A cultura agroecológica 
apresentou valores de F.I., 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 composição de fungos endofíticos da comunidade fúngica de 
V. labrusca var. Niagara Rosada. Nos experimentos de antagonismo, in vitro, contra 
Fusarium sp. e Botrytis sp., foi observada maior porcentagem de inibição e 
intensidade nas reações contra Botrytis sp. Foram testados os extratos brutos de 78 
endófitos 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 análise filogenética do isolado 2J2DFT6 
evidenciou que este pertence ao gênero Fusarium sendo possívelmente da espécie 
Fusarium solani. A extração do composto bioativo com solventes orgânicos 
evidenciou que a fase clorofórmio preservou bioatividade, e a análise por Fourier 
Transform Infrared - Attenuated Total Reflectance (FTIR/ATR) apresentou bandas 
características de ésteres contendo radicais cíclicos alifáticos, como ocorre nos 
derivados contendo esqueletos taxólicos. O presente trabalho é o primeiro estudo 
realizado com videiras da espécie V. labrusca com relação à comunidade de fungos 
endofíticos em uvas de mesa. 
 
 
Palavras chave: fungos endofíticos; 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 São 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 INTRODUÇÃO 
 
 
Microrganismos endofíticos são todos aqueles cultiváveis ou não, que 

habitam o interior dos tecidos vegetais, sem causar mal ao hospedeiro e que não 

desenvolvem estruturas externas (AZEVEDO; ARAÚJO, 2007). Fungos colonizando 

plantas internamente têm sido descritos praticamente em todas as espécies 

examinadas. Embora muitos desses fungos sejam fitopatógenos, um número 

considerável de isolados são endofíticos e geralmente colonizam os espaços 

intercelulares e os tecidos vasculares (WILSON, 1995). A diversidade de fungos 

endofíticos encontrada nas espécies de plantas tropicais tem sido maior do que nas 

espécies de clima temperado (ARNOLD et al., 2003; AZEVEDO; ARAÚJO, 2007). 

Endófitos possuem a capacidade de produzir alterações fisiológicas e outros 

efeitos benéficos na planta hospedeira, como proteção contra doenças e pragas, 

aumento da taxa de crescimento pela produção de reguladores de crescimento 

vegetal, indução de resistência sistêmica contra patógenos, e reduzindo a herbivoria 

pela produção de substâncias inseticidas no interior da planta. (WHITE & COLE, 

1985; WAGNER & LEWIS, 2000; VARMA et al., 1999; AZEVEDO; ARAÚJO, 2007) 

Em virtude das vantagens que a planta hospedeira usufrui pela simbiose que 

mantém com a comunidade endofítica, diversos estudos, inclusive sobre produção 

de metabólitos secundários com propriedades de interesse da indústria química e 

farmacêutica, têm sido desenvolvidos (STROBEL & DAISY, 2003; SELOSSE et al., 

2004).  

Aspectos da biologia e inter-relação de endófitos com seus respectivos 

hospedeiros fazem parte de um campo vasto e pouco explorado. Desta maneira, 

informações 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 São Paulo responde pela maior parcela da produção 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 

caracterização de microrganismos endofíticos de plantas hospedeiras ainda não 

estudadas possibilitam a descoberta de novas espécies com potencial para produzir 
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novas substâncias de interesse tais como compostos com atividade antimicrobiana 

que são de extrema importância para indústria farmacêutica, uma vez que as 

bactérias adquirem resistência aos antibióticos e novas drogas são necessárias para 

combatê-las. (STROBEL & DAISY, 2003) 

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivos gerais isolar e 

caracterizar a comunidade fúngica endofítica da cultivar Vitis labrusca L. variedade 

Niagara Rosada em vinhedos tratados ou não com fungicidas, testar o potencial de 

antagonismo dos isolados contra os fungos fitopatogênicos Fusarium sp. e Botrytis 

sp. e fazer a bioprospecção de isolados capazes de produzir compostos com 

atividade antimicrobiana. 

 

 

1.1 Conceitos 
 
 
Apesar de os microrganismos endofíticos terem sido mencionados pela 

primeira vez no início do século XIX, quem primeiro delineou a diferença entre eles e 

os patógenos de plantas foi Bary (1866). Apenas no século XX no fim dos anos 70, é 

que os microrganismos endofíticos começaram a adquirir importância, quando foi 

verificado que eles apresentavam interações simbióticas com o hospedeiro, 

protegendo as plantas do ataque de insetos, de doenças e de mamíferos herbívoros 

(PETRINI et al., 1991). 

Microrganismos endofíticos, 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 à 

planta hospedeira (CARROLL, 1986; PETRINI et al., 1991).De outra forma mais 

abrangente, endófitos puderam ser considerados como microrganismos que eram 

isolados de tecidos vegetais desinfectados superficialmente ou do interior destes, e 

que não causavam danos aparentes à planta hospedeira (HALLMANN et al., 1997). 

Apesar de esta definição ter englobado os microrganismos endofíticos que habitam 

partes internas da planta, ainda não era completo por excluir ou simplesmente omitir 

as populações microbianas não cultiváveis difíceis de sobreviver em condições de 

laboratório, e por isso pouco estudadas (ARAÚJO et al., 2003). Ainda, os endófitos 
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foram definidos como microrganismos que habitam tecidos internos da planta sem 

causar qualquer efeito negativo imediato (BACON & WHITE, 2000). Uma definição 

de endófitos mais ampla diz que: Endófitos são todos microrganismos cultiváveis ou 

não, que habitam o interior dos tecidos vegetais, sem causar mal ao hospedeiro e 

que não desenvolvem estruturas externas, excluindo desta maneira bactérias 

nodulantes e fungos micorrízicos que embora endofíticos, são estudados de maneira 

separada (AZEVEDO; ARAÚJO, 2007) e mais recentemente Mendes e Azevedo 

(2007) propuseram uma redefinição do termo “microrganismo endofítico”, divindo os 

endófitos em dois tipos, sendo a) tipo I, os que não produzem estruturas externas à 

planta e; b) tipo II, os que produzem estruturas externas à planta. A importância 

desta divisão reside no fato de que os endófitos que não produzem estruturas 

externas terem sido até pouco tempo muito menos estudados que os fixadores 

simbióticos de nitrogênio e fungos micorrízicos; porém, é importante ressaltar que a 

classificação em microrganismos endofíticos dos tipos I e II, microrganismos 

epifíticos ou patógenos, tem uma função meramente didática, pois entre endófitos, 

epífitos e patógenos existe um gradiente que é intrínseco à Biologia de forma geral. 

Para penetrar nos seus hospedeiros, os endófitos podem viver como epífitos uma 

parte do tempo; bem como, um microrganismo endofítico, pode se tornar patógeno 

em uma planta em condições de estresse; e ainda, um epífito, eventualmente pode 

penetrar em uma planta. 

 

 

1.1.1 Microrganismos endofíticos e sua ocorrência 
 
 
Fungos endofíticos foram estudados principalmente em plantas de regiões 

temperadas, e mais recentemente em plantas das regiões tropicais (AZEVEDO et 

al., 2002; ARAÚJO et al., 2003). 

Todas as espécies vegetais estudadas até o momento apresentaram 

microrganismos endofíticos (STROBEL & DAISY, 2003). Os estudos sobre endófitos 

se intensificaram em 1980, e apesar de devidamente comprovada a existência da 

microbiota endofítica, aspectos ecológicos, genéticos e fisiológicos dessas 

interações ainda necessitam ser mais bem esclarecidas. O conhecimento da 
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diversidade desses organismos é de extrema importância, pois eles compõem uma 

das maiores fontes de diversidade genética disponível entre os seres vivos 

(PROSSER et al., 2007). Diversas espécies vegetais tais como Citrus (ARAÚJO 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, já 

tiveram a sua comunidades endofítica isolada e caracterizada. 

A entrada de microrganismos endofíticos na planta se faz por várias vias, e 

uma das principais é por meio das raízes, por ferimentos causados pelo atrito com o 

solo durante o crescimento. Outros fungos associados às plantas iniciam seu ciclo 

de vida com a germinação do esporo seguido do crescimento da hifa na folha ou 

superfície de raiz, e a penetração destes fungos endofíticos na planta pode ocorrer, 

até mesmo, por aberturas naturais do hospedeiro como estômatos e hidatódios 

(WAGNER & LEWIS, 2000). Piriformospora indica é um fungo endofítico que pode 

produzir apressórios que favorecem a penetração nos tecidos da planta hospedeira 

(VARMA et al., 1999). Entretanto, outros fungos não utilizam apressórios para 

penetrar na planta hospedeira, seus esporos germinam sobre a planta como milho, 

crescendo de forma aleatória nesta superfície, onde posteriormente podem penetrar 

via estômatos ou por entre as células da epiderme através da cutícula. Nesta 

penetração, deve estar envolvida a ocorrência de ação enzimática a partir das hifas 

sobre a cutícula dos tecidos do hospedeiro, como ocorre no fungo Beauveria 

bassiana, permitindo assim a sua penetração. Em seguida, o endófito pode se 

movimentar de forma passiva no interior no hospedeiro, pelo xilema (WAGNER & 

LEWIS, 2000). 

Os endófitos podem colonizar os tecidos vegetais ocupando espaços 

intercelulares, o interior de tecidos vasculares ou mesmo intracelularmente. Segundo 

Araújo et al. (2003), endófitos podem ser isolados dos mais variados órgãos vegetais 

como folhas, ramos, caules, raízes e estruturas florais, tais como pólen, ovários, 

anteras e estames. Entretanto, fungos e bactérias endofíticas parecem apresentar 

diferentes preferências quanto às regiões da planta hospedeira que colonizam. 

Fisher et al. (1992) isolaram bactérias e fungos endofíticos de três tipos de tecidos 

(epiderme e córtex do caule e folha) de plantas de milho sadias, e verificaram que as 

partes das plantas mais próximas ao solo eram mais colonizadas por bactérias que a 
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parte superior das plantas. Já os fungos endofíticos, parecem colonizar 

preferencialmente as partes aéreas da planta hospedeira e os espaços 

intercelulares. 

 

 

1.1.2 Isolamento de microrganismos endofíticos 
 
 
O processo de isolamento de microrganismos endofíticos é de suma 

importância para a caracterização da comunidade endofítica de determinada planta 

e deve ser realizado criteriosamente de modo que não seja obtido um perfil irreal das 

comunidades microbianas endofíticas que habitam a planta a ser estudada. Assim, a 

avaliação de vários fatores deverá preceder o isolamento de microrganismos 

endofíticos. Segundo Araújo 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 características desejadas ao hospedeiro; a idade da planta, os 

órgãos e tecidos utilizados para o isolamento. O local e a época da coleta também 

devem ser considerados. 

A produção pela planta de metabólitos de interesse biotecnológico pode ser 

um fator importante na escolha da planta hospedeira pela possibilidade do endófito 

ter adquirido geneticamente a capacidade para produzí-los, durante sua coevolução 

com a planta hospedeira, e esta possibilidade é bastante vantajosa. Segundo 

Azevedo (1999), a capacidade potencial que os endófitos possuem de produzir 

fitoquímicos obtidos originalmente da planta hospedeira, permite a produção dos 

fármacos pelo fungo, por fermentação industrial, protegendo desta maneira plantas 

que possuem crescimento lento, de possível risco de extinção.  

A realização de várias coletas e repetições é importante para a diferenciação 

dos reais endofíticos, daqueles microrganismos epifíticos que eventualmente 

possam ser isolados e até mesmo contaminantes, e testes de controle para 

verificação da eficácia da desinfecção superficial dos tecidos vegetais a serem 

submetidos a isolamentos devem ser feitos a cada processo de desinfecção 

(SCHULZ et al.,1993).  
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O emprego da microscopia ótica e eletrônica auxilia na detecção de 

microrganismos endofíticos, mas não descarta a necessidade de isolamento destes. 

A etapa de isolamento deve ser cuidadosamente realizada a fim de eliminar a 

microbiota epifítica existente na planta em estudo sem, entretanto, alterar a 

endofítica. Esta fase refere-se à lavagem dos tecidos vegetais utilizando agentes 
desinfectantes (PEREIRA et al., 1993; SCHULZ et al.,1993; ARAÚJO et al., 2003). O 

tempo de imersão do material vegetal nos agentes desinfectantes e a própria 

concentração destes pode variar de acordo com a textura do tecido vegetal em 

estudo (PEREIRA et al., 1993). 

Geralmente as técnicas utilizadas para isolar os endófitos baseiam-se na 

ruptura ou fragmentação do tecido vegetal, seguido de sua inoculação sobre meios 

específicos para o tipo de microrganismo que está sendo pesquisado (ARAÚJO et 

al., 2003), sendo possível monitorar organismos específicos no ambiente, por meio 

do isolamento seletivo de determinados endófitos (MELO; AZEVEDO, 2000). 

A purificação dos microrganismos isolados e estocagem dos mesmos 

empregando o processo de preservação apropriado são as etapas subseqüentes do 

processo de isolamento. 

 

 

1.1.3 Fungos: importância, características e biodiversidade 
 
 
Atualmente estima-se que o Reino Fungi apresente, aproximadamente, 1,5 

milhões de espécies com representantes habitando praticamente todos os 

ecossistemas existentes no planeta. Ainda assim, atenção especial deve ser 

dispensada com relação à preservação destes microrganismos, pois segundo 

Cherfas (1991), tem se observado na Europa um grande declínio no número de 

espécies fúngicas bem como na quantidade de indivíduos nos últimos tempos. 

Diante desta situação e em vista da importância destes microrganismos, é urgente 

que estudos para catalogar fungos, no mundo, sejam realizados, principalmente nas 

regiões tropicais e subtropicais, onde esta situação ainda é mais grave, pelo risco de 

extinção de espécies antes mesmo de serem catalogadas. 
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Os Fungos apresentam grande diversidade dentre as milhares de espécies 

conhecidas e apresentam características em comum que os distinguem dos demais 

reinos (AZEVEDO, 2001), podendo ser classificados de acordo com aspectos 

morfológicos 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 porção bastante grande e heterogênea que 

têm importância, tanto na agricultura como em ambientes naturais. Eles apresentam 

uma diversidade genética bastante grande, fruto das diversas estratégias de 

sobrevivência e também da interação de cada espécie com seu hospedeiro 

(HAWKSWORTH, 1991).  

São organismos heterotróficos desprovidos de clorofila, mas historicamente 

comparados às plantas, com destacada habilidade para utilizar praticamente 

qualquer fonte de carbono como alimento. Realizam nutrição absortiva liberando 

enzimas no meio em que habitam, quebrando moléculas grandes presentes no meio, 

tais como carboidratos, proteínas e lipídios, em moléculas menores e mais solúveis, 

facilitando sua absorção. Outra característica é sua fonte primária de reserva de 

carboidratos que é o glicogênio, ao contrário das plantas que têm o amido para 

desempenhar esta função (ALEXOPOULOS et al., 1996). As paredes celulares 

fúngicas têm quitina em sua composição, tornando-as rijas e espessas, 

principalmente dos fungos chamados filamentosos, que possuem filamentos ou hifas 

que conjuntamente, formam o micélio do fungo. Existem fungos não filamentosos, 

como as leveduras, que são unicelulares e reproduzem-se por brotamento; outros 

ainda formam estruturas macroscópicas, como os cogumelos comestíveis 

(ALEXOPOULOS et al., 1996).  

Como fonte de produtos químicos, incluindo vários antibióticos, os fungos 

são extremamente valiosos além de apresentarem grande potencial no controle 

biológico de pragas (HAWKSWORTH, 1991; AZEVEDO, 1998.b; STROBEL & 

DAISY, 2003).  

Apesar dos efeitos indesejáveis dos fungos serem enfatizados pela 

população leiga, vários são os benefícios que estes microrganismos oferecem: 

antibióticos como a penicilina produzida pelo fungo Penicillium notatum, as 

fermentações biológicas envolvendo fungos, utilizadas pelo ser humano há milênios 

na fabricação de pães 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 metabólito. 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 doenças cardiovasculares e o 

tratamento de algumas neoplasias. 

 

 

1.1.4 Identificação dos fungos endofíticos  
 
 
Os métodos utilizados atualmente para detectar e identificar fungos em 

tecidos vegetais é: a observação histológica, o método de esterilização superficial do 

tecido da planta hospedeira e isolamento do fungo emergente sobre meio de cultura 

adequado e detecção por especificidade química, incluindo métodos imunológicos e 

de metagenômica (SCHULZ & BOYLE, 2005). 

Tradicionalmente, a identificação e classificação de fungos endofíticos são 

baseadas em características morfológicas como: morfologia da colônia de cultura 

monospórica de isolados em meios de cultura específicos, pigmentação, taxa de 

crescimento, especificidade de hospedeiros, perfil dos metabólitos secundários 

(THRANE, 1990), observação das estruturas reprodutivas dos fungos (KENDRICK & 

CARMICHAEL, 1973). Entretanto, em face da complexidade na identificação de 

estruturas reprodutivas fúngicas, as técnicas moleculares vêm sendo 

preferencialmente utilizadas para esta tarefa, pelo fato das informações fornecidas 

serem mais precisas, reproduzíveis, além de permitirem estudos filogenéticos; 

entretanto, a caracterização morfológica microscópica e macroscópica, pela 

observação da colônia, ainda desempenham um papel fundamental na identificação 

de fungos, complementando outras técnicas. 

 

 

1.1.5 Fungos associados à videira 
 
 



23 
 

Até o momento os estudos sobre fungos associados à videira, no Brasil, 

concentram-se no estudo de fungos fitopatogênicos a viticultura, sendo descritos 

principalmente: o fungo Elsinoe ampelina, forma anamorfa Sphaceloma ampelinum = 

Gloeosporium ampelophagum, agente causal da antracnose, também conhecida 

como varola, negrão, carvão ou olho-de-passarinho; Phomopsis viticola = 

Fusicoccum viticola, agente causal da escoriose da videira; Plasmopara viticola, um 

pseudofungo, agente causal do míldio; Uncinula necator agente causal do oídio; 

Pseudocercospora vitis agente causal da Mancha das folhas, também conhecida 

como mancha de isariopsis; Botryotinia fuckeliana, forma conidiana Botrytis cinerea 

agente causal da podridão cinzenta da uva, também conhecida como podridão do 

cacho, mofo cinzento ou podridão de botritis; Glomerella cingulata, forma conidial 

Colletotrichum gloeosporioides agente causal da Podridão da uva madura; 

Greeneria uvicola, sinônimo de Melanconium fuligineum agente causal da podridão 

amarga; Fusarium oxysporum f.sp. herbemontis agente causal da fusariose; 

Armillaria mellea agente causal da Podridão de Armillaria; Rosellinia necatrix agente 

causal da comumente conhecida podridão radicular ou podridão de roselinia. Os 

aspectos mais abordados são condições de vulnerabilidade da viticultura a estas 

doenças, sintomatologia e formas de controle (SÔNEGO et al., 2001). No Brasil, até 

o momento, não foram realizados trabalhos de isolamento de fungos endofíticos de 

videiras (Vitis vinifera), fungos endofíticos de videira da variedade Niagara Rosada 

(Vitis labrusca) foram estudadas por Brum (2006). A maioria dos estudos sobre 

isolamento de endófitos de videiras foi feito na Europa e África e resumem-se a 

videiras européias Vitis vinifera. Geralmente estes trabalhos estão voltados à 

caracterização das comunidades endofíticas e as aplicações de biocontrole de 

pragas da viticultura. Mostert et al. (2000) estudou fungos endofíticos associados a 

brotos e folhas de Vitis vinifera com referência específica ao complexo Phomopsis 

viticola. Halleen et al. (2003) pesquisaram fungos associados à videiras saudáveis 

com relação a patógenos envolvidos no declínio de videiras jovens. A inibição da 

esporulação de Plasmopara viticola e alterações ultraestruturais de videiras com 

míldio pelo fungo endofítico Alternaria alternata isolado de folhas de videiras foi 

pesquisada e confirmada por Musetti et al. (2006). 

A microbiota endofítica 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 gêneros de fungos endofíticos foram Alternaria, 

Cladosporium, e Aspergillus. 

 

 

1.1.6 Fungos fitopatogênicos e seu controle 
 
 
1.1.6.1 Fusarium sp.  

 

 
Fusarium é um gênero de fungo filamentoso cosmopolita amplamente 

distribuído em plantas e no solo. Fusarium pode produzir micotoxinas em cereais e 

grãos estocados, o que pode afetar a saúde de humanos e animais (MARTINS, 

2005). As principais toxinas produzidas por Fusarium são as fumosinas, conhecidas 

por causar câncer esofágico em humanos. No Brasil, embora sabidamente as 

micotoxinas sejam responsáveis por expressivos prejuízos na produção de grãos, 

praticamente não existem estimativas das perdas econômicas associadas às 

micotoxinas. Mesmo em países com alta tecnologia para produção e 

armazenamento de milho, as perdas por presença de micotoxinas são elevadas. 

(MARTINS, 2005). 

Na viticultura, a fusariose, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f.sp. 

Herbemontis é uma doença que ataca as plantas por meio do sistema radicular 

(fungo de solo) e se desenvolve no sistema vascular da planta, é considerado um 

dos principais problemas da viticultura, pois, quando presente no vinhedo, causa a 

morte das plantas (SÔNEGO et al., 2001). 

A maioria das espécies de Fusarium é composta por fungos de solo ativos 

na decomposição de substratos celulósicos das plantas, sendo alguns parasitas 

destas, (MARTINS, 2005). Segundo Sonego et al. (2001), os fungos de solo são de 

difícil controle e os tratamentos com fungicidas são muito dispendiosos, 

principalmente pelo alto custo da incorporação do produto ao solo. Outra 

desvantagem do controle com substâncias xenobióticas é que, além dos problemas 

de deposição no meio ambiente e impacto que causam sua utilização não 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 estão: o plantio de cultivares 

menos suscetíveis, cuidado em evitar ferimentos ao sistema radicular das plantas, 

desinfestação do solo com fungicida químico e rotação de cultura, utilizando plantas 

não hospedeiras (AGRIOS, 2005; SONEGO et al., 2004). Isolados não patogênicos 

de Fusarium, isolados de solo, bem como isolados endofíticos mostraram-se 

eficientes para o biocontrole de formas patogênicas do fungo, segundo Fravel et al. 

(2003). 

A utilização de outros fungos endofíticos no biocontrole de Fusarium pode 

ser uma alternativa de extrema importância, em vista das dificuldades de controle 

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

 

 

1.1.6.2 Botrytis sp.  
 

 

O mofo cinzento, causado por Botrytis cinerea ataca diversas culturas de 

importância econômica no Brasil, inclusive a videira além de flores, plantas 

ornamentais e pequenas frutas. O patógeno infecta vários órgãos das plantas e 

causa danos no produto final, tanto no campo quanto na pós-colheita (OSÓRIO; 

FORTES, 2003; MORANDI; MAFFIA, 2005). 

A doença surge em condições de umidade elevada e em temperaturas 

amenas. Na viticultura, a podridão do cacho, podridão cinzenta ou botritis, existe em 

todos os países vitícolas do mundo, reduzindo qualitativa e quantitativamente a 

produção. É considerada a mais importante das podridões do cacho. As perdas 

podem ser significativas nas cultivares viníferas, especialmente nas de cacho 

compacto. As medidas mais utilizadas na estratégia de manejo dessas doenças é o 

controle químico. Uma das preocupações quanto ao uso indiscriminado de 

fungicidas é a possibilidade de seleção de isolados resistentes (KIMATI, 1995). 

Caldari Júnior (1998) demonstraram alto nível de resistência de vários isolados de B. 

cinerea a benomyl em testes in vitro. 
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Atualmente, diversos estudos têm sido direcionados ao biocontrole tanto de 

Botrytis quanto de outros fungos fitopatogênicos. Barka et al. (2000) observaram o 

aumento da resistência de videiras a Botrytis cinerea, possivelmente associada ao 

aumento da produção de citocininas na rizosfera por rizobactérias. Mohamed et al. 

(2007) comprovaram respostas de defesa em folhas de videira contra Botrytis 

cinerea induzidas por aplicação de uma amostra de Pythium oligandrum ou sua 

elicitina oligandrina nas raízes.  

 

 

1.1.7 Interações endófito - planta hospedeira 
 
 
Fungos endofíticos são simbióticos, não patogênicos ou exercem baixo grau 

de patogenicidade dentro da planta hospedeira. Todas as partes da planta possuem 

microrganismos endofíticos, existindo certo grau de especificidade endófito-

hospedeiro (MELO, 2002). Entretanto, a existência de um isolado como endófito não 

exclui a possibilidade de que este venha a se tornar patogênico quando o 

hospedeiro estiver estressado ou senescente (KULDAU & YATES, 2000), pois um 

fungo ocupando assintomaticamente um tecido vegetal, pode ser um patógeno fraco 

ou ainda um habitante de um nicho aguardando uma oportunidade para propagar-se 

(SCHULZ & BOYLE, 2005). 

As interações ou simbioses estabelecidas pelos fungos podem ter as mais 

variadas características, tais como: mutualística, onde o fungo e o organismo 

associado obtêm vantagens na interação; neutra ou comensalística, onde o 

organismo associado não é afetado pela interação e antagonista ou parasítica, onde 

o organismo associado é comprometido pela interação (CARROLL & WICKLOW, 

1992).  

Mais recentemente, estas interações entre a planta hospedeira e o endófito 

foram analisadas por outro enfoque. Schulz & Boyle (2005) lançam a hipótese que 

não há interações neutras entre endófitos e plantas hospedeiras, mas sim, um 

balanço de antagonismos, havendo sempre pelo menos um grau de virulência por 

parte dos fungos possibilitando a infecção, enquanto a defesa da planta hospedeira 

limita o desenvolvimento do fungo invasor e conseqüentemente, da doença. 
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Também, os endófitos, em contraste aos fitopatógenos conhecidos, geralmente 

teriam muito maior plasticidade genotípica e assim teriam mais opções que os 

fitopatógenos: infecção, local, mas também extensiva colonização, latência, 

virulência, patogenicidade e/ou saprofitismo. Esta plasticidade genotípica segundo 

os autores seria um motor de evolução. 

Quanto às simbioses e relações mutualísticas, as interações endófito-

hospedeiro assintomáticas em geral, parecem envolver dois parceiros ativamente 

antagonistas (SCHULZ & BOYLE, 2005). Entretanto, uma interação antagonista 

endófito-hospedeiro balanceada não exclui a possibilidade de que o endófito possa 

desempenhar um papel benéfico dentro de seu hospedeiro. Por exemplo, pode 

ocorrer indução de metabólitos de defesa potencialmente ativos contra fitopatógenos 

(ARNOLD et al., 2003; SELOSSE et al., 2004; SCHULZ & BOYLE, 2005), secreção 

de fitormônios, promovendo crescimento da planta-hospedeira (TUDZYNSKI & 

SHARON 2002), aumento de atividade metabólica da planta hospedeira, ou por 

indução de resistência a doenças.  

O status da interação planta-endófito pode ser transitório, sendo que o termo 

endofítico deve ser empregado para microrganismos que estão comportando-se 

endofiticamente no momento da detecção (SCHULZ & BOYLE, 2005). 

A diversidade dentro de um determinado hospedeiro pode ser alta 

(CARROLL, 1995), comunidades de endófitos habitando certo hospedeiro particular 

podem ser amplamente distribuídas 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 irão 

crescer somente em um hospedeiro (CARROLL, 1999; WAGNER & LEWIS, 2000; 

ZHOU & HYDE, 2001). 

Estudos recentes têm mostrado efeitos genéticos da planta hospedeira 

sobre a comunidade microbiana e sobre processos no ecossistema, o que permite 

entender os impactos de características genéticas sobre os endófitos, como, 

apresentado, por exemplo, no trabalho com algodoeiros híbridos realizado para 

examinar ligações entre variação genética, fitoquímica da planta e endófitos fúngicos 

de ramo. Nesse caso, os resultados demonstraram que o genótipo da planta pode 

albergar parceiros ecológicos escondidos (fungos endofíticos), resultando em 

conseqüências para a comunidade e o ecossistema (BAILEY et al., 2005). 
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Diversas interações entre hospedeiros e microrganismos são iniciadas pela 

detecção de sinais químicos liberados pelo hospedeiro. A detecção destes sinais 

leva à alteração nos padrões de expressão gênica do microrganismo, que culmina 

em mudanças específicas e adaptativas na sua fisiologia e que são necessárias 

para estas associações. Os produtos liberados pela planta têm baixo peso 

molecular, são moléculas difusíveis e são reconhecidas pelos microrganismos por 

meio de receptores específicos de proteínas. Em alguns casos, condições 

nutricionais, tais como limitação de ferro ou falta de fontes de nitrogênio parecem 

prover um significante estímulo (BRENCIC & WINANS, 2005). 

 

 

1.1.8 Aplicações biotecnológicas dos endófitos 
 
 
Embora os microrganismos endofíticos aparentem ser neutros para o 

hospedeiro, atualmente são bastante evidentes os benefícios proporcionados à 

planta por estes microrganismos, tais como: I) proteção da planta contra insetos, 

patógenos e até mesmo mamíferos herbívoros (AZEVEDO et al., 2000); II) proteção 

contra estresse ambiental, tal como o hídrico; III) produção de compostos que 

alteram a fisiologia das plantas como hormônios vegetais. Além disso, certos 

microrganismos endofíticos produzem substâncias de valor biotecnológico, 

principalmente fármacos, entre eles, antibióticos e antitumorais (AZEVEDO et al., 

2002). 

No Brasil, o controle biológico começou a ser utilizado com o fungo 

entomopatogênico Metarhizium anisopliae e com o Baculovírus, 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, endófitos foram testados contra M. perniciosa in vitro e in vivo e 

Gliocladium catenulatum apresentou potencial como antagonista reduzindo em 70% 

a doença nas mudas de cacau analisadas (RUBINI et al., 2005). 
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Na proteção da planta contra insetos, pode ser citado o Bacillus 

thuringiensis. Esta bactéria produz inclusões protéicas, que lhe confere a 

capacidade entomopatogênica. Esse cristal, sintetizado durante a fase de 

esporulação, é formado por polipeptídeos denominados δ-endotoxinas (proteínas 

cry). Quando este cristal proteico é ingerido por uma larva de inseto suscetível, o 

efeito tóxico é ativado e ocorre uma ligação das toxinas a receptores específicos nas 

células intestinais, levando o inseto à morte (VILAS-BÔAS et al., 2002). O B. 

thuringiensis é 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 

Lepidóptera, Díptera e Coleoptera, bem como vetores de doenças humanas, como 

contra os gêneros Aedes, Culex e Anopheles (LERECLUS et al., 1993; LE ROUX, 

1996). 

Weber (1981) foi provavelmente o primeiro pesquisador a relatar a proteção 

de plantas a insetos devido a um fungo entomopatogênico. Trabalhos posteriores 

sustentaram esses dados em gramíneas e outras plantas (FUNK et al., 1983; 

CLAYDON et al., 1985). A utilização de fungos para o controle de insetos-pragas se 

fundamenta em sua capacidade de infectá-los, causando doença e morte num 

processo dependente de fatores bióticos e abióticos (AZEVEDO et al., 2002). Vários 

fungos, ainda, são conhecidos pela produção de compostos, tais como ácido 

nodulispórico, novos diterpenos e indol, que possuem potentes propriedades 

inseticidas. Os compostos nodulispóricos foram isolados primeiramente de um 

endófito, o Nodulisporium sp., da planta Bontia daphnoides. Outro fungo endofítico, 

Muscodor vitigenus isolado da planta Paullina paullinioides produz naftaleno, que é 

amplamente utilizado como repelente de insetos (STROBEL & DAISY, 2003). 

Segundo Azevedo & Araújo (2007), fungos endofíticos também podem influenciar no 

crescimento da planta diretamente pela produção de reguladores de crescimento 

vegetal produzidos pelo fungo, ou indiretamente pela proteção da planta contra 

efeitos deletérios causados por um ou mais organismos fitopatogênicos. 

Leveduras são utilizadas no controle biológico, preferencialmente pela 

proteção de frutos destinados ao consumo in natura. Por esses organismos terem 

sua ação antagônica vinculada mais à competição que à antibiose, geralmente, não 

produzem antibióticos, elementos considerados contaminantes químicos nos 

vegetais. As leveduras atuam no controle de doenças, mais como protetoras da 

infecção (VALDEBENITO-SANHUEZA, 2000). As principais formas de ação das 
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leveduras como agentes de biocontrole, são a competição por nutrientes e a indução 

de resistência (WILSON et al., 1991; WISNIEWSKI et al., 1991). Mais recentemente, 

a habilidade de leveduras para atacar hifas e conídios de fungos fitopatogênicos, 

tem sido especulada por contribuir para a atividade de biocontrole sobre a superfície 

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 fitopatógenos 
 
 
Os fungos têm aprimorado muitos mecanismos de sobrevivência e 

metabolismo de fontes nutricionais. Assim, durante a evolução, eles desenvolvem 

mecanismos de competição por nutrientes e ou por espaço 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 biológico (MELO, 1996)  
Os mecanismos de interações entre microrganismos patôgenicos e 

antagônicos podem ser divididos em antibiose, competição, parasitismo, 

hipovirulência, predação e indução de defesa do hospedeiro. Se mais de um destes 

mecanismos for utilizado por um microrganismo antagonista, este fato será 

considerado como uma característica favorável para este ser bem sucedido como 

agente de biocontrole (BÉLANGER et al., 1998). 

O micoparasitismo é comum na natureza, freqüentemente fungos crescem 

sobre outros fungos, embora essa associação não necessariamente implique uma 

relação parasítica. Apesar de ainda não ser bem compreendida, micoparasitismo é 

de ocorrência 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 

ação bastante complexos que incluem as fases de localização, reconhecimento do 
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alvo pelo antagonista, transmissão de sinais que resulta na interação entre 

antagonistas e fitopatógenos, indução e produção de metabólitos (enzimas) pelo 

antagonista e digestão da célula-alvo (MELO, 1996; LIMA et al., 2000). A presença, 

a duração e a importância de cada fase dependem dos fungos envolvidos, o tipo de 

micoparasita (biotrófico ou necrotrófico) e das condições ambientais prevalentes. No 

micoparasitismo biotrófico, o parasita obtém nutrientes de células vivas, com pouco 

ou nenhum dano aparente para o hospedeiro. Nessas interações, o parasita ataca o 

hospedeiro sem penetração, obtendo nutrientes por meio de células de absorção ou, 

então, pode penetrar na hifa e crescer internamente sem efeitos aparentes no seu 

desenvolvimento. Já no micoparasitismo necrotrófico, o parasita destrói a célula 

hospedeira e utiliza os nutrientes do hospedeiro. A invasão é freqüentemente 

iniciada por meio de enrolamento de hifas do parasita sobre hifas do fungo 

patogênico ou por penetração direta de hifas. (MELO, 1996). 

O biocontrole, utilizando microrganismos antagônicos a fitopatógenos que 

utilizam mecanismos de micoparasitismo vem sendo bastante explorado. Assante et 

al., (2004), enfocam o controle biológico de um fitopatógeno por micoparasitismo. 

Cladosporium tenuissimum, o micoparasita, cresce dentro do esporo de Uromyces 

appendiculares (fitopatógeno), preenchendo seu interior com micélio e emergindo do 

esporo, formando conidióforos e conídios. Knudsen e Bin (1990) evidenciaram que 

T. harzianum tem potencial como agente de biocontrole sobre vários fungos de solo 

tanto por micoparasitismo de hifas e esclerócios como por antibiose. Robbs (1992) 

aponta o micoparasitismo, a competição trófica e a antibiose como os mecanismos 

mais observados na ação de fungos fitopatogênicos e considera os gêneros 

Trichoderma, Chaetomium e Penicillium tão eficientes quanto os fungicidas Thiram e 

Captan. Os mecanismos de ação da proteína AFP produzida, em larga escala, por 

Aspegillus giganteus na inibição da síntese de quitina em fungos sensíveis foi 

investigada por Hagen et al., (2007). A proteína antifúngica AFP é altamente eficaz 

na restrição do crescimento da maioria dos fungos filamentosos patogênicos para 

humanos e plantas. Djonovic et al., (2006) demonstraram o envolvimento da β-1,6-

glicanase em micoparasitismo e sua relevância na atividade de biocontrole de 

Trichoderma virens contra Pythium ultimum. 

A antibiose é definida como a interação entre organismos na qual um ou 

mais metabólitos produzidos por um organismo têm efeito danoso sobre o outro 

(BETTIOL & GHINI, 1995). A seleção de fungos capazes de produzir compostos com 



32 
 

atividade antimicrobiana é amplamente explorada para biocontrole. Robbs (1992) 

aponta o hiperparasitismo, a competição trófica e a antibiose como os mecanismos 

mais observados na ação de fungos fitopatogênicos e considera os gêneros 

Trichoderma, Chaetomium e Penicillium tão eficientes quanto os fungicidas Thiram e 

Captan. Henis et al., (1983) citados por Silveira et al.,(1994). Muitos microrganismos 

endofíticos são capazes de sintetizar compostos bioativos, estes metabólitos 

secundários são formados geralmente nas fases finais do crescimento, e podem ser 

utilizados pela planta na defesa contra fungos e bactérias fitopatogênicas. 

Aparentemente são substâncias não essenciais para o crescimento, e dentre outros 

produtos, podem ser antibióticos, metabólitos antifúngicos, auto – inibidores, 

pigmentos, toxinas, etc.  

A maioria dos microrganismos produtores de antibióticos é comumente 

encontrada no solo. No entanto, certos endófitos também têm se mostrado potentes 

produtores de antibióticos, dos quais muitos com propriedades de uso na agricultura 

e na medicina. Entre os fungos produtores de antibióticos Penicillium e 

Cephalosporium spp. são os mais conhecidos (STROBEL & DAISY, 2003). 

A produção de substâncias capazes de inibir a germinação 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 

doenças da agricultura e a decomposição de alimentos. Geralmente a infecção 

começa com a germinação de um esporo fúngico, os “auto - inibidores” são 

substâncias inibidoras produzidas por diversos fungos quando em alta densidade de 

esporos e inibem germinação e crescimento, prevenindo a germinação prematura de 

esporos diretamente após a sua formação e antes da dispersão, este mecanismo 

garante que esporos somente germinem após dispersão em ambientes que 

favoreçam o crescimento e estabelecimento do micélio. auto inibidores têm sido 

caracterizados em Puccinia, Uromyces, Colletotrichum, Dictyostelium, Fusarium 

oxysporum e Aspergillus e podem ser voláteis ou não (BACON & SUSSMAN, 1973; 

CHITARRA et al., 2004). 
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1.1.9. Niagara Rosada (Vitis labrusca L.) origem e características 
 
 
A variedade de uva Niagara (Fox Grape, uva rústica, uva comum) é 

originária dos Estados Unidos da América (EUA), pertencente à 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 região de Jundiaí. Em 1933 surge no município de Louveira, em 

Jundiaí, a Niagara Rosada a partir de uma mutação somática ocorrida em uma 

videira da variedade Niagara Branca (SOUSA, 1996). Houve então declínio da 

produção de Niagara Branca, sendo substituída aceleradamente e quase que 

totalmente por sua mutação Rosada estabelecendo-se desta maneira o perfil do 

vinhedo do maior centro produtor de uva de mesa do Brasil (SOUSA, 1996). 

O setor vinícola brasileiro apresenta uma característica atípica em relação 

aos países tradicionais produtores de vinhos, pois enquanto naqueles são admitidos 

apenas produtos originários de uvas viníferas (Vitis vinifera), no Brasil, além destes 

existem produtos originários de cultivares americanas e híbridas (V. labrusca e V. 

bourquina). Os vinhos comuns representam mais de 80% do volume total de vinhos 

produzidos no país (BARNABÉ et al., 2007). 

 

 

1.1.9.1 Classificação botânica 
 
 
A videira pertence ao grupo Cormófitas (plantas com raiz, talo, folha e 

autotróficas), divisão Spermatophyta (planta com flor e semente), subdivisão 

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), família Vitaceae (flores com corola de 

pétalas soldadas na parte superior e de prefloração valvar, com cálice pouco 

desenvolvido, gineceu bicarpelar e bilocular, com fruto tipo baga) (HIDALGO, 1993; 

ALVARENGA, et al., 1998). 



34 
 

A família Vitaceae pode ser dividida em dois gêneros: Vitis (de grande 

importância econômica, pois se destina a produção de vinho e frutas) e Cissus (com 

algumas espécies de interesse medicinal e ornamental) (SOUZA, 1996). 

O gênero Vitis pode, ainda, ser dividido em dois subgêneros: Muscadínea 

(compreendendo três espécies) e Euvitis (compreendendo mais de 50 espécies). 

Dentro do subgênero Euvitis encontram-se duas espécies de grande importância 

para a agricultura, Vitis labrusca e Vitis vinifera, utilizadas para produção de vinho e 

para consumo in natura das frutas. Vitis labrusca é uma espécie de origem 

americana que apresenta características mais rústicas quanto à suscetibilidade a 

doenças comparada a Vitis vinifera, de origem européia, mas que é responsável por 

mais de 90% dos vinhos fabricados no mundo (GIOVANNINI, 1999). 

 

 

1.1.9.2 Aspectos econômicos da viticultura 
 
 
O Brasil é o décimo quarto produtor de uva, respondendo por 1,8% da 

produção mundial, segundo dados da FAO referentes ao período de 2001 a 2006. 

Em 2006, o País teve uma produção de 1.257.064 toneladas, 2,0% maior que a do 

ano anterior. O Estado de São Paulo aparece na segunda colocação com uma 

produção de 195.357 toneladas, que correspondeu a 15,5% do total (IBGE, 2006). A 

viticultura no Brasil ocupa uma área de 65.450 ha e está situada, principalmente, nos 

estados do Rio Grande do Sul (36,6 mil ha), São Paulo (12,1 mil ha), Paraná (6 mil 

ha), Pernambuco e Bahia (6,2 mil ha), e segundo dados do IBGE (2006), no período 

de 2001 a 2006, a área plantada e destinada à colheita de uva no País se manteve 

praticamente inalterada, ao passo que a produção teve alternadamente, elevações e 

reduções ao longo do referido período. 

O Estado de São Paulo é o maior produtor nacional de uvas para mesa, 

destacando-se a região leste com área de aproximadamente 7.870 ha. Nessa 

região, em 2006, os maiores produtores de uvas foram os Municípios de São Miguel 

do Arcanjo, Jundiaí, Pilar do Sul e Indaiatuba. Juntos eles concentraram 8,0% da 

produção nacional, e 16,1% da produção estadual (IBGE, 2006). A produção de uva 

comum para mesa representa 67% da área, predominando a cultivar Niagara 
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Rosada (GHILARDI & MAIA, 2001), por apresentar características intrínsecas 

apreciadas pelo mercado consumidor, bem como vigor médio, tolerância à doenças 

e pragas e alta produtividade (INSTITUTO DE ECONOMIA AGRÍCOLA, 2001; 

CATO, 2002).  
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2 OBJETIVOS 
 

 

I. Isolar os fungos endofíticos da videira, Vitis labrusca L. var. Niagara 

Rosada em cultura agroecológica e comercial no verão (janeiro) e inverno (junho) e 

caracterizar sua comunidade fúngica endofítica por técnicas citológicas e 

seqüenciamento da região ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA; 

II. Testar o potencial antagonista dos fungos endofíticos de Vitis labrusca 

L. var. Niagara Rosada, in vitro, contra os fungos fitopatogênicos Fusarium sp. e 

Botrytis cinerea ; 

III. Testar a capacidade de fungos endofíticos 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 MÉTODO 
 

 
3.1 Material vegetal  

 

 

No presente trabalho foram coletadas amostras de caule e folha, sem 

sintomas aparentes de doenças de plantas de videiras da variedade Niagara Rosada 

cultivada em Salesópolis SP, localizada a 96 km da cidade de São Paulo, SP., Brasil 

(23°32’S e 45°51’W) e no Instituto Agronômico de Campinas (IAC) em Jundiaí SP, 

localizado a 60 km da capital (23º11'11" S e 46º53'03" W). O clima em Salesópolis e 

Jundiaí é do tipo Cwa, segundo a classificação climática 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 verão e seca no inverno, 

com a temperatura média do mês mais quente superior a 22°C. As coletas do 

material vegetal foram realizadas nos meses de janeiro e junho de 2007, as médias 

climatológicas dos locais e meses de coleta são apresentadas na Tabela 1. 

 

 
Tabela 1. Média climatológica dos Municípios de Jundiaí e Salesópolis 

 
 Jundiaí Salesópolis 

 Temperatura do ar (C) Temperatura do ar (C) 
Mês Mínima 

média 
Máxima 
média 

Média Chuva 
(mm) 

Mínima 
média 

Máxima 
média 

Média Chuva 
(mm) 

Janeiro 19,0 29,0 24,0 222,6 17,4 28,4 22,9 210,9 

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

*Adaptado de: “Clima dos Municípios 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 

agroecológica (Salesópolis) e cultura comercial em dois vinhedos no IAC em Jundiaí 

(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 são apresentados na Tabela 2. O 
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vinhedo A, em Jundiaí, recebeu as últimas aplicações de fungicidas em 

novembro/2006 Oxicloreto de Cobre e em janeiro/2007 o fungicida sistêmico 

Maconzeb+Metalaxyl-M. O vinhedo B recebeu as últimas aplicações de fungicidas 

em julho/2006, e, portanto na coleta realizada em janeiro/2007 estava há seis meses 

sem receber nenhum tipo de tratamento químico. Os fungicidas utilizados na 

viticultura comercial em Jundiaí, bem como o tempo de permanência no meio 

ambiente são apresentados na Tabela 2.  

 

 
Tabela 2.   Coleta de fungos endofíticos de videiras da variedade Niagara Rosada, (Vitis labrusca). 

Trato cultural em Salesópolis (cultura orgânica) e Jundiaí A e B (tradicional), parte da 
planta de onde foram isolados os endófitos e época da coleta do material vegetal. 

 
Época das coletas Local/Vinhedo Trato cultural Parte da planta

Janeiro/2007 Salesópolis Cultura agroecológica Folha - 
Jundiaí A Cultura comercial Folha - 
Jundiaí B Cultura comercial Folha - 

Junho/2007 Salesópolis Cultura agroecológica Folha Caule
Jundiaí A Cultura comercial Folha Caule
Jundiaí B Cultura comercial Folha Caule

- Isolamentos não realizados 

 
 

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

Concentração Nome 
Comercial 

Princípio 
ativo Classe 

Persistência e 
degradação no 

ambiente
150g/100l Delan Dithianon Fungicida de 

contato 
Curta

200g/100l Rovral Iprodione
Fungicida de 

contato Média

 
150g/100l 

Cuprogarb 
500 

Oxicloreto de 
Cobre Fungicida Longa 

 
300g/100l 

Ridomil Gold 
MZ 

Mancozeb + 
Metalaxyl-M* 

Fungicida 
sistêmico e de 

contato 
Curta 

* Indicativo de persistência e degradação 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 Desinfecção superficial 
 

 

O material vegetal foi lavado em água corrente, em seguida desinfectado 

superficialmente por meio de imersão sucessiva em etanol 70% (30 seg), solução de 

hipoclorito de sódio (2% de Cl disponível) 2 min 30 seg e finalmente enxaguado em 

água destilada esterilizada, por duas vezes. O tempo ideal de cada etapa foi 

determinado em testes preliminares pela modificação dos protocolos descritos por 

PETRINI (1996). O processo de desinfecção foi avaliado por meio da colocação de 

100μl da água utilizada na última etapa do processo sobre meio batata - dextrose - 

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

 

 

3.3 Isolamento de fungos endofíticos de Niagara Rosada 
 
 

Após desinfecção superficial, folhas e caules foram cortados em fragmentos 

(4 - 6 mm), e colocados sobre meio BDA contendo 100 μg/mL de tetraciclina (para 

impedir crescimento de bactérias) e incubados por 7 a 14 dias a 28°C. Após 

crescimento, a determinação da freqüência de infecção (FI) foi avaliada pela 

contagem do número de fragmentos apresentando crescimento fúngico em relação 

ao número total de fragmentos de tecido vegetal. 

 

 

 
 

 

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 identificação.  
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3.4 Purificação 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 sólido de cultura, este método foi repetido três vezes 

para a obtenção de colônias puras. Os fungos endofíticos isolados estão sendo 

mantidos armazenados utilizando-se para isso dois métodos: 1) o tubo com meio de 

cultura inclinado submerso em Óleo Mineral (Nujol) e 2) o método de Castellani 

(1939) em que fragmentos de colônia com meio são colocados em água esterilizada 

dentro de frascos fechados. Ambos os processos permitem manter os 

microrganismos por um período de cerca de 1 a 4 anos. No processo com óleo 

mineral, após cada fungo ser purificado, ele foi inoculado com alça de platina em 

tubo contendo meio de cultura inclinado e após crescimento da colônia, óleo mineral 

(autoclavado) foi adicionado ao tubo até cobrir completamente o meio e o fungo 

endofítico, sendo então 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 sólido e posteriormente, fragmentos de cerca de 

0,5 cm do meio de cultura contendo pedaços de colônia foram retirados e colocados 

em frascos contendo água esterilizada. Em ambos os métodos, tubos e frascos com 

as amostras foram marcados com o código da amostra e data de armazenamento e 

mantidos à temperatura ambiente. 

 

 

3.5 Análise morfológica e citológica 
 
 
Foram obtidos 30% de amostras de fungos endofíticos isolados de Niagara 

Rosada (Vitis labrusca), procurando manter a proporção dos diferentes fungos 

endofíticos isolados em cada um dos tratamentos avaliados, de forma que as 

amostragens fossem representativas das comunidades em questão. Desta maneira, 

78 isolados no total, foram analisados por morfologia, citologia e utilizados em 

experimentos realizados posteriormente para caracterização das comunidades 
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endofíticas e avaliação do potencial de antagonismo dos isolados contra fungos 

fitopatogênicos e da capacidade de produção de compostos antimicrobianos (Tabela 

4). 
Inicialmente, os 78 fungos endofíticos isolados de tecidos vegetais de 

Niagara Rosada foram agrupados por semelhanças morfológicas e segundo a 

coloração predominante apresentada pela colônia.  

 

 
Tabela 4. Quantidade de fungos endofíticos estudados por tratamento: 

 
Número de isolados selecionados por tratamento (30% do número 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 - Salesópolis 
 JA - Jundiaí A 
 JB - Jundiaí B 

 

 

Para a análise citológica, os isolados foram crescidos em meio BDA e 

lâminas foram preparadas para a observação de estruturas reprodutivas e coloração 

das hifas. Foi empregada a técnica de microcultivo na qual duas lamínulas foram 

flambadas e colocadas sobre meio BDA, o fungo a ser observado foi inoculado 

sobre o meio, margeando a lamínula e encubado por 7-14 dias a 28°C. Após este 

período, as lamínulas sobre as quais houve crescimento de hifas, foram utilizadas na 

preparação de lâminas que foram coradas com azul-algodão, ou tratadas com 

lactofenol de Onions et al. (1981) e observadas ao microscópio ótico em aumento de 

400X e 1000X (óleo de imersão). Os resultados foram analisados com base na 

literatura específica (BARNETT & HUNTER, 1972). 

 

 

3.6. Crescimento micelial 
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amostra, conservando-se em câmara fria a 4°C por um período de até 15 dias. O 

papel filtro e folha de alumínio utilizados foram previamente autoclavados. 

A massa micelial foi triturada em N2 líquido e 2g do pó resultante foi 

ressuspendido em 2 mL de solução Tampão (Tris 1M e pH 8.0; EDTA, 0,5M;  NaCl 

5M; SDS 10% e H2O MilliQ). Esta suspensão foi incubada a 65°C por 60 min. e 

centrifugada a 12000 Xg por 10 minutos. A seguir, 800 μL de sobrenadante foram 

transferidos para tubos tipo ependorff de 2,0 mL contendo 800 μL de fenol. A mistura 

foi homogeneizada e centrifugada a 12000 Xg por 10 minutos. Após esse processo, 

o sobrenadante foi coletado e este foi transferido para outro tubo ependorff de 1,5mL 

e adicionado um volume de “Clorofane” (Fenol: Clorofórmio na proporção 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” (Clorofórmio: Álcool isoamílico na proporção 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 50μL 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 200μL 

de álcool 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 50μL de TE e aquecido por 15 minutos a 37°C. Posteriormente o DNA 

foi quantificado em gel de agarose 1,2% juntamente com marcador λ. Após 

eletroforese o gel foi corado por 15 – 20 min. em solução de brometo de etídio (1,0 

μg/m) e fotografado sobre luz U.V. Para a realização da reação de PCR, as 

amostras foram padronizadas e diluídas para 20ng. 

 

 

3.8 Amplificação da região ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA 
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A reação de PCR foi preparada com 2,0μL de DNA fúngico com o intuito de 

amplificar a região ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA. Para cada amostra, os componentes e 

quantidades da mistura para cada reação da PCR estão descritos na Tabela 5, os 

iniciadores utilizados para a amplificação foram ITS1 (5’-

TCCGTAGGTAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’). Em 

seguida, as amostras foram amplificadas em termociclador programado para uma 

desnaturação 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 separação dos fragmentos amplificados foi realizada por eletroforese em 

gel de agarose a 1,2% (1,2g de agarose dissolvidos em 100 mL Tampão Tris-Ácido 

acético-EDTA 1X) a 100 Volts, conjuntamente com o marcador de peso molecular 

(1Kb). Após o término da eletroforese, o gel foi corado em solução de brometo de 

etídio (1,0 μg/mL), e foi fotografado (câmara Kodak Digital Science), sobre 

transluminador de luz UV. 

 

 
Tabela 5. Componentes e Concentrações Utilizadas nas Reações de PCR. 

 
Componentes 1 Reação (μL) Concentração 

Final 
Água Milli-Q* 34.1  
Tampão 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 50μM 
Iniciador ITS4 0.4 50μM 
Taq DNA Polimerase (Invitrogen) 0.2 1u/µL 
DNA (10ng/uL) 2,0  

*Autoclavada. 
 

 

3.9 Seqüenciamento 

 
 
A purificação do produto da PCR foi realizada pelo método de PEG 8000. 

Um volume de 50μL do produto de PCR de cada amostra foi transferido para 

microtubos de 1,5mL contendo 50μL 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, 125μL de etanol 

80% gelado foi adicionado aos microtubos, que foram incubados, em temperatura 

ambiente por 1 min. e após isto o sobrenadante foi retirado e descartado, mais 

125μL de etanol 80% gelado foi adicionado aos microtubos, em seguida, incubados 

em temperatura ambiente por 1 min. e o sobrenadante retirado e descartado. Após, 

os microtubos contendo produto de PCR purificado, foram secos, para completa 

evaporação do etanol, e após isto o DNA foi dissolvido em água MilliQ e mantido em 

câmara fria a 4°C por 12 horas. A fim de confirmar a eficiência do processo de 

purificação, os produtos de PCR purificados foram submetidos à eletroforese em gel 

de agarose a 1,2%. As amostras foram enviadas ao Instituto do Genoma Humano 

(IB/USP) onde foram seqüenciadas. 

As seqüências foram contrastadas com seqüências depositadas no 

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

 

 

3.10 Análise multivarida 
 
 

A análise multivariada foi realizada pelo Dr. Fernando Dini Andreote da 

EMBRAPA Meio Ambiente. As freqüências de isolamento de cada grupo foram 

consideradas em cada amostra avaliada. Como fatores ambientais foram 

considerados as variáveis nominais (qualitativas) local de isolamento e aplicação de 

fungicida, enquanto que como variáveis quantitativas foram consideradas 

pluviosidade, temperatura e freqüência de inibição de Fusarium e Botrytis. A análise 

de Correlação por DCA determinou o gradiente de distribuição das espécies nas 

amostras, levando à aplicação do modelo matemático de redundância. O teste 

estatístico de permutação de Monte Carlo foi aplicado considerando 499 

permutações aleatórias, permitindo avaliar a significância (valor p) dos fatores 

ambientais considerados na distribuição 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 coleção 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. Após isto, foram conservados 

a 4°C. 

 

 

3.11.2 Antagonismo 

 
 
Os experimentos de antagonismo in vitro foram realizados pelo método de 

confrontação direta dos endófitos contra os isolados fitopatogênicos Fusarium sp. e 

Botrytis sp. Um disco de 8 mm retirado da borda da colônia do fungo patogênico foi 

inoculado no centro da placa, contendo meio BDA, e em duas extremidades foram 

inoculados fungos endofíticos. Como controle o fungo patogênico foi inoculado sem 

a presença dos endófitos. A avaliação foi realizada quando a colônia do fungo 

(controle) alcançou 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 patogênicas (Tabela 6) utilizadas neste 

trabalho foram obtidos da coleção do Laboratório de Genética de Microrganismos da 
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Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ/USP) e Departamento de 

Antibióticos 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. Após esse período, 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 Produção de compostos com atividade antimicrobiana 

 
 

Para a verificação da produção de compostos com atividade antimicrobiana 

pelos fungos endofíticos isolados, cada amostra foi crescida em tubos Falcon 

contendo 10 mL de meio BD por um período de 14 dias ou até o fungo alcançar a 

fase estacionária. Após 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 4ºC para 

experimentos posteriores . 

Testes de produção de compostos antimicrobianos foram realizados 

utilizando-se o sobrenadante centrifugado do crescimento dos endófitos 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; água destilada: 1,0 L; pH 7,3), com auxílio de alça 

de vidro (100µL de solução bacteriana e de leveduras em diluição de 10-1). Cada 

placa inoculada com uma bactéria recebeu cinco perfurações, com um perfurador de 
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0,8 mm de diâmetro. Após isto, cada poço recebeu 60 µL do sobrenadante do 

isolado endofítico a ser testado. Após incubação a 28°C por 24 horas, as placas 

foram observadas para verificação de formação de halo de inibição. 

 

 

3.12.3 Extração de compostos bioativos 
 
 

A linhagem de fungo 2J2DFT6 foi inoculada em 250 mL de BD, e mantida 

em cultura estática a 28°C por 14 dias. Após isto, a cultura foi centrifugada por 15 

minutos em 14000rpm o precipitado foi descartado e o sobrenadante foi enviado ao 

Laboratório de Síntese de Compostos Organometálicos do Centro Interdisciplinar de 

Investigação Bioquímica (CIIB), onde foi realizada a extração dos compostos 

bioativos, pela equipe do Dr. Antonio Carlos Fávero Caires de acordo com 

metodologia padrão, utilizando clorofórmio, acetona e água como solventes. Após 

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

 

 

3.12.4 Análise de antibiose do metabólito extraído da linhagem 
2J2DFT6 

 
 
Para testar a presença dos compostos bioativos, extraídos com solventes 

orgânicos, dos metabólitos 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 µL de 

solução bacteriana e de levedura com diluição de 10-1) com auxílio de alça de vidro. 

Cada placa inoculada com uma bactéria ou a levedura recebeu três discos de papel 

filtro de 10,0mm de raio cada um, que foram previamente embebidos com 80µL das 

frações obtidas em H2O; Clorofórmio e Acetona e secos por 4 horas para a 

eliminação do solvente. Após incubação a 28°C por 24 horas, as placas foram 

observadas para verificação de formação de halo de inibição. 
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3.12.5 Caracterização do composto 

 

 

O extrato obtido pela extração em clorofórmio foi analisado pela técnica de 

FTIR/ATR. Utilizou-se um espectrofotômetro Perkin-Elmer mod. Spectrum 100 e um 

monocristal de Seleneto de Zinco 450 como elemento óptico de reflexão interna. Um 

filme da amostra foi obtido depositando-se 1 mL da solução sobre o monocristal e 

evaporando-se o solvente. O espectro de infravermelho foi medido na região de 

4000-650 cm-1, com uma resolução de 2 cm-1. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 

4.1 Isolamento de fungos endofíticos 

 

 

Por meio da metodologia empregada foi possível isolar 275 fungos 

associados a videiras em cultura agroecológica em Salesópolis e cultura comercial 

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

bem como as freqüências de infecção. 

 

 
Tabela 7.   Freqüência de infecção (F.I.) de fungos endofíticos isolados de videiras Vitis labrusca L 

var. Niagara Rosada cultivadas em Salesópolis (cultura agroecológica) e Jundiaí 
vinhedos A e B (cultura comercial), parte da planta de onde foram isolados os endófitos e 
época da coleta do material vegetal. 

 

Tratamento Local Parte planta Mês coleta 2007 Freqüência infecção (F.I.) 

T1 Salesópolis Folha Janeiro 0,99±0,01 

T2 Jundiaí A Folha Janeiro 0,45±0,19 

T3 Jundiaí B Folha Janeiro 0,86±0,09 

T4 Salesópolis Folha Junho 0,60±0,07 

T5 Jundiaí A Folha Junho 0,78±0,07 

T6 Jundiaí B Folha Junho 0,87±0,09 

T7 Salesópolis Caule Junho 0,22±0,02 

T8 Jundiaí A Caule Junho 0,53±0,14 

T9 Jundiaí B Caule Junho 0,73±0,09 

 

 

Em relação ao local de amostragem, os valores de freqüência de infecção 

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

(FI) de endófitos isolados de folhas de videiras cultivadas em Salesópolis e Jundiaí 

(vinhedo B), em janeiro, não diferiu significantemente. No vinhedo A, em Jundiaí no 
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mesmo período, foi obtido o menor valor de FI de endófitos de folha, 0,45, como os 

vinhedos A e B estão sob as mesmas condições climáticas, possivelmente na época 

do isolamento as plantas, deste campo, ainda estavam sob a ação da aplicação de 

tratamentos fungicidas. 

Comparando-se as freqüências de infecção obtidas em caule em Salesópolis 

e Jundiaí, foram observadas maiores freqüências de isolamento nos vinhedos de 

Jundiaí (A e B), variando entre 0,53 e 0,73, em Salesópolis o valor de freqüência de 

infecção obtido em caule foi 0,22 (Figura 3). A diferença entre a freqüência de 

infecção de caule em Salesópolis e Jundiaí possivelmente é devido a diferenças 

climáticas locais, tais como temperaturas e pluviosidades médias mais baixas na 

região de Salesópolis que em Jundiaí no mês de junho. 

Quanto a variações na freqüência de infecção, segundo a época em que foi 

realizado o isolamento de fungos endofítcos de folhas (Figura 2), o valor da FI, nos 

isolamentos de endófitos de videiras cultivadas na região de Salesópolis, no mês de 

janeiro (verão) foi maior comparada ao valor obtido no mês de junho (inverno). Brum 

(2006) em estudo de comunidades endofíticas de videiras Niagara Rosada, 

observou à prevalência de fungos endofíticos isolados nas coletas em que as 

temperaturas foram mais altas, estes dados coincidem com os resultados obtidos 

neste estudo para a mesma região. Em Jundiaí, no vinhedo A, o valor de FI foi 

menor em janeiro comparado ao observado no mês de junho e no vinhedo B as 

freqüências de infecção foram praticamente iguais nas duas amostragens. O 

aumento do número total de isolados endofíticos ao longo do tempo tem correlação 

com a sazonalidade e a idade da planta, como já 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 mudanças ao longo da idade da planta estão relacionados ao 

aumento da exposição a propágulos em relação ao tempo e mudanças fisiológicas 

nos tecidos das mesmas (ESPINOSA-GARCIA & LONGENHEIM, 1990). Em tecidos 

foliares de videiras, o ponto máximo de infecção por endófitos deve ser pouco antes 

das mudanças fisiológicas, na planta, que culminaram com a perda das folhas e a 

entrada no período de repouso hibernal, pois nesta época as folhas atingiram a 

idade máxima. Desta maneira, mudanças 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 transição é provável que os 
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valores de freqüência de infecção sejam flutuantes por estarem entre o ponto 

máximo de infecção dos tecidos e o declínio pela chegada da época de repouso 

hibernal da planta hospedeira. A temperatura média em Salesópolis é menor que em 

Jundiaí (Tabela 1), possivelmente, as videiras na região de Salesópolis estavam 

mais adiantadas no processo de entrada na fase de repouso hibernal e isto poderia 

explicar a freqüência de infecção em caule e folha, em Salesópolis no mês de junho, 

ter sido menor que em Jundiaí. 

 

 

 
 

Figura 2.    Freqüência de infecção de fungos endofíticos em tecidos foliares de Niagara Rosada em 
relação aos locais amostrados. 

 

 

 
Figura 3.    Freqüência de infecção de fungos endofíticos em caules de Niagara Rosada em relação 

aos locais amostrados. 
 

Considerando apenas parte da planta, independente do local de 
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variou entre 0,22 e 0,87. A Figura 4 mostra os valores das freqüências de infecção 

obtidas para folha e caule em todos os vinhedos onde foram realizados isolamentos 

de endófitos. 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 endofíticos é 

menor em caule se comparada a FI apresentada para tecido foliar. 

 

 

 
 

Figura 4.   Freqüência de infecção nos diferentes nichos ocupados por fungos endofíticos em Niagara 
Rosada. 

 
 

Quanto à influência do trato cultural sobre a comunidade endofítica, a cultura 

agroecológica, em janeiro, apresentou o maior valor de FI comparado aos resultados 

na cultura comercial. Sartori et al. (2005), em uma estimativa sobre a influência de 

três sistemas de produção de maçãs, convencional, integrado e orgânico, sobre a 

diversidade das populações de microrganismos, verificou variação nas populações 

de microrganismos de acordo com o sistema de produção e época da coleta, e 

constatou que o sistema agroecológico apresentou um maior número e diversidade 

de microrganismos. 

Foi observado na cultura comercial diminuição da freqüência de infecção de 

endófitos no período após aplicação de fungicidas e durante o tempo de 
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aumenta gradativamente. No vinhedo A, em Jundiaí, os últimos 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 FI no vinhedo 

A no mês de Janeiro/07 foi 0,45, menor que os valores obtidos para os outros 

vinhedos (cultura agroecológica e comercial B que estava a 6 meses sem tratamento 

fungicida em janeiro) é provável que a comunidade endofítica ainda estivesse sob a 

ação do fungicida sistêmico Maconzeb+Metalaxyl-M e do Oxicloreto de Cobre. Em 

junho/07, após cinco meses sem receber nenhum tratamento fungicida, a FI 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 FI 0,86 e em junho 0,87, valores de FI maiores que aqueles obtidos 

no vinhedo A (Figura 2). Esta recuperação no número de endófitos colonizando 

plantas tratadas com agroquímicos, também foi observada por Stuart (2006) que 

investigou a diversidade da comunidade endofítica de fungos associada à cana-de-

açucar transgênica tolerante a imazapyr e suas linhas de cultivo não transgênicas, e 

observou que a aplicação do herbicida imazapyr induziu mudanças rápidas e 

transientes na comunidade de fungos, as plantas transgênicas induziram mudanças 

mais lentas que foram mantidas ao longo do tempo.  

 

 

4.2 Análise Multivariada 
 
 
A análise multivariada mostrou o comportamento conjunto das variáveis 

amostradas. O gradiente de distribuição dos dados foi de 1.495, o que determinou a 

aplicação da análise de redundância (RDA). Nesta análise, como os vetores tendem 

para a mesma direção pode-se dizer que a tempetatura e a pluviosidade aumentam 

conjuntamente, como já esperado. Adicionalmente a estes fatores, a freqüência de 

inibição de Fusarium também respondeu ao aumento destes fatores no ambiente, 

enquanto que a freqüência de inibição de Botrytis parece ser independente da 

variação na temperatura e pluviosidade. Porém, correlacionando estatisticamente a 

ocorrência de isolados endofíticos com os fatores ambientais, o único fator 

significativamente interferindo na comunidade fúngica obtida é a temperatura 
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(p=0,05). Os demais apenas mostram tendências, porém sem significância (p>0,05) 

de acordo com o teste de permutação Monte Carlo (Figura 5). 

 

 

 
Figura 5.   Análise de redundância (RDA) entre a ocorrência de grupos de fungos endofíticos e os 

fatores ambientais. Todos os fatores ambientais são apresentados, porém apenas os 
marcados com * foram significantes para determinar a composição das comunidades 
(p<0,05) de acordo com o teste de permutação de Monte Carlo. Os valores nos eixos 
indicam a porcentagem da correlação grupos-variáveis ambientais no respectivo eixo. 

 

 

4.3 Análise morfológica 
 
 

4.3.1 Análise morfológica macroscópica 
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Com relação às semelhanças morfológicas e coloração micelial, os fungos 

endofíticos analisados apresentaram grande variabilidade (Figura 6) e a freqüência 

em cada grupo é apresentada na Figura 7, muito embora os grupos morfológicos 

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 rápido. Fungos de crescimento rápido 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 rápido não necessariamente se encontram 

em maior número sob condições naturais, pois as condições de laboratório e método 

de isolamento utilizado podem ter privilegiado o crescimento destes fungos 

selecionando-os. 
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Figura 6. Grupos morfológicos de fungos endofíticos de Niagara Rosada. Agrupamentos 

baseados na coloração micelial predominante. 
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2J2DFN5  
Alternaria alternata 

2J1DCT1  
Fusarium chlamydosporum 

2J1DCN4  
Colletotrichum gloeosporioides 

 
3S2DC3  
Pestalotiopsis paeoniicola 

3S2DC1  
Pestalotiopsis paeoniicola 

3S1DC5  
Neofusicoccum parvum 

 
Figura 8.  Estruturas Fúngicas. As fotos de estruturas reprodutivas (código da amostra e 

identificação) observadas ao microscópio ótico em aumento de 400x e 1000x. 
 

 

4.4 Caracterização da comunidade de fungos endofíticos de 
Niagara Rosada 
 
 

O protocolo utilizado para a extração de DNA genômico dos fungos 

endofíticos isolados de Niagara Rosada (Vitis labrusca) proporcionou bom 

rendimento e DNA de boa qualidade (Figura 9). A amplificação da região ITS1 – 

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

a 700pb (Figura 10). 
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Figura 9. Gel de eletroforese mostrando a qualidade do DNA total de fungos endofíticos de 

Niagara Rosada (Vitis labrusca). 
 
 

 

 
 
Figura10.   Gel de eletroforese mostrando o padrão de amplificação das regiões ITS1 – 5,8S – ITS2 

do rDNA de fungos endofíticos isolados de Niagara Rosada (Vitis labrusca). 
 

 

O seqüenciamento da região ITS1 – 5.8S – ITS2 do rDNA foi realizado para 

identificação dos fungos endofíticos e para avaliar a relação filogenética entre 

isolados. Foram utilizados 78 isolados fúngicos, 30% dos isolados de cada 

tratamento foram selecionados e seqüenciados. As seqüências foram confrontadas 

com o banco de dados do GeneBank, por meio do Blastn. Os alinhamentos para a 

identificação dos isolados e construção dos dendrogramas foram realizados com as 

seqüências que apresentaram similaridade de bases entre 90 e 100% encontradas 

no GeneBank, conferindo uma boa confiabilidade (Anexo A).  

Os fungos endofíticos 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 predomínio dos isolados pertencentes à ordem 

Pleosporales, enquanto na classe Sordariomycetes as ordens predominantes foram 

Diaporthales, Phyllachorales e Xylariales. As ordens Hypocreales e Sordariales 

apresentaram número reduzido de isolados.  

Para fins de organização dos dados, os isolados foram selecionados pela 

Ordem a que pertencem, para construção dos dendrogramas. Assim, foram 

construídos 7 dendrogramas: Diaporthales (Figura 13); Phyllachorales (Figura 14); 

Xylariales (Figura 15); as ordens Hypocreales e Sordariales, devido ao número 

reduzido de isolados, foram agrupadas (Figura 16); Pleosporales (Figura 17); 

Botryosphaeriales (Figura 18) e Agaricales (Figura 19). 

Na Figura 14, Ordem Phyllachorales, é possível observar que todas as 

seqüências de isolados apresentaram grande similaridade formando agrupamentos 

apenas com seqüências do gênero Colletotrichum e sua forma teleomórfica 

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 número de 

gêneros, na Figura 15, Ordem Xylariales, os gêneros presentes foram 

Nodulisporium, Pestalotiopsis e Hypoxylon, sendo predominante o gênero 

Nodulisporium. Em Botryosphaeriales, Figura 18, os gêneros encontrados foram 

Botryosphaeria, Guignardia e Pseudofusicoccum, e o mais freqüente foi 

Botryosphaeria. O gênero Alternaria foi o mais freqüente dentro da ordem 

Pleosporales Os isolados da Ordem Agaricales distribuíram-se formando quatro 

ramos bem definidos (Figura 19), as sequências dos isolados apresentaram 

similaridade com os gêneros Irpex, Homobasidiomycete, Aphyllophorales e 

Schizophyllum. 

  



62 
 

 
Figura 11. Porcentagem de fungos endofíticos isolados nos Filos Basidiomycota e Ascomycota e 

distribuição dos ascomicetos nas classes Dothideomycetes e Sordariomycetes.  
 
 

 

 
Figura 12. Porcentagem das Ordens das Classes Sordariomycetes e Dothideomycetes na 

comunidade fúngica amostrada. 
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Figura 13. Dendrograma construído pelo método de Neighbor-joining com base no modelo de 
Jukes & Cantor (1969) para as seqüências da região ITS1 – 5.8S – ITS2 do rDNA de 
isolados de fungos endofíticos da Ordem Diaporthales. Seqüências referência do 
GenBank foram utilizadas para comparação entre os isolados. O ascomiceto 
Cryphonectria parasitica foi utilizado como grupo externo. Em negrito estão as 
seqüências obtidas neste trabalho. Valores de bootstrap (n=1000 replicatas)≥ 50% 
estão demonstrados nas intersecções dos nós. Barra de escala = 0.02 substituições 
por posição. 

 
 



64 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14. Dendrograma construído pelo método de Neighbor-joining com base no modelo de 

Jukes & Cantor (1969) para as seqüências da região ITS1 – 5.8S – ITS2 do rDNA de 
isolados de fungos endofíticos da Ordem Phyllachorales. Seqüências referência do 
GenBank foram utilizadas para comparação entre os isolados. O ascomiceto 
Glomerella truncata foi utilizado como grupo externo. Em negrito estão as seqüências 
obtidas neste trabalho. Valores de bootstrap (n=1000 replicatas)≥ 50% estão 
demonstrados nas intersecções dos nós. Barra de escala = 0.01 substituições por 
posição. 
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Figura 15. Dendrograma construído pelo método de Neighbor-joining com base no modelo de 
Jukes & Cantor (1969) para as seqüências da região ITS1 – 5.8S – ITS2 do rDNA de 
isolados de fungos endofíticos da Ordem Xylariales. Seqüências referência do 
GenBank foram utilizadas para comparação entre os isolados. O ascomiceto Eutypa 
lata foi utilizado como grupo externo. Em negrito estão as seqüências obtidas neste 
trabalho. Valores de bootstrap (n=1000 replicatas)≥ 50% estão demonstrados nas 
intersecções dos nós. Barra de escala = 0.01 substituições por posição. 
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Figura 16. Dendrograma construído pelo método de Neighbor-joining com base no modelo de 

Jukes & Cantor (1969) para as seqüências da região ITS1 – 5.8S – ITS2 do rDNA de 
isolados de fungos endofíticos das Ordens Sordariales e Hypocreales. Seqüências 
referência do GenBank foram utilizadas para comparação entre os isolados. O 
ascomiceto Aspergillus niger foi utilizado como grupo externo. Em negrito estão as 
seqüências obtidas neste trabalho. Valores de bootstrap (n=1000 replicatas)≥ 50% 
estão demonstrados nas intersecções dos nós. Barra de escala = 0.01 substituições 
por posição. 
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Figura 17. Dendrograma construído pelo método de Neighbor-joining com base no modelo de 
Jukes & Cantor (1969) para as seqüências da região ITS1 – 5.8S – ITS2 do rDNA de 
isolados de fungos endofíticos da Ordem Pleosporalles. Seqüências referência do 
GenBank foram utilizadas para comparação entre os isolados. O ascomiceto foi 
Paraconiothyrium brasiliense utilizado como grupo externo. Em negrito estão as 
seqüências obtidas neste trabalho. Valores de bootstrap (n=1000 replicatas)≥ 50% 
estão demonstrados nas intersecções dos nós. Barra de escala = 0.01 substituições 
por posição. 
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Figura 18. Dendrograma construído pelo método de Neighbor-joining com base no modelo de 
Jukes & Cantor (1969) para as seqüências da região ITS1 – 5.8S – ITS2 do rDNA de 
isolados de fungos endofíticos da Ordem Botryosphaeriales. Seqüências referência 
do GenBank foram utilizadas para comparação entre os isolados. O ascomiceto 
Botryosphaeria dothidea foi utilizado como grupo externo. Em negrito estão as 
seqüências obtidas neste trabalho. Valores de bootstrap (n=1000 replicatas)≥ 50% 
estão demonstrados nas intersecções dos nós. Barra de escala = 0.01 substituições 
por posição. 
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Figura 19. Dendrograma construído pelo método de Neighbor-joining com base no modelo de 
Jukes & Cantor (1969) para as seqüências da região ITS1 – 5.8S – ITS2 do rDNA de 
isolados de fungos endofíticos do Filo Basisiomycota. Seqüências referência do 
GenBank foram utilizadas para comparação entre os isolados. O ascomiceto 
Botryosphaeria dothidea foi utilizado como grupo externo. Em negrito estão as 
seqüências obtidas neste trabalho. Valores de bootstrap (n=1000 replicatas)≥ 50% 
estão demonstrados nas intersecções dos nós. Barra de escala = 0.05 substituições 
por posição. 

 
 

 

Os gêneros mais freqüentemente isolados foram: Alternaria; Botryosphaeria; 

Colletotrichum; Diaporthe e Guinardia. 

A maioria dos gêneros isolados de caule e folha de Niagara Rosada é 

descrita como fitopatogênicos, inclusive para a viticultura. Estes microrganismos 

isolados podem habitar em equilíbrio, vivendo endofíticamente nos tecidos da 

videira. Membros do gênero Botryosphaeria são cosmopolitas, apresentando ampla 

variedade de hospedeiros, e ampla distribuição geográfica (NIEKERK et al., 2004). 

Colletotrichum é fitopatogênico em diversas culturas, causando doenças como a 

podridão 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 (MAGALHÃES, 2000). Dos fungos associados à 

Niagara Rosada, o gênero Colletotrichum apresentou a maior freqüência. 
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Espécies do gênero Guignardia são citadas como os agentes da podridão da 

videira e da doença “mancha preta” nas culturas de citros (GLIENKE-BLANCO, 

1999). Colletotrichum, e Guignardia foram isolados de plantas sadias neste trabalho, 

indicando que estes gêneros podem habitar endofiticamente Vitis labrusca L. 

(Niagara Rosada). 

Os gêneros Alternaria, Colletotrichum e Guignardia têm sido frequentemente 

isolados como endófitos de diversas fruteiras: Anacardium occidentale (caju), 

(MEDEIROS, 1988; OLIVEIRA, 1999; FREIRE & BEZERRA, 2001); Citrus spp. 

(laranja, tangerina e limão), (WRIGHT et al., 1998; GAI et al., 2000; ARAÚJO 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 (romã), (FREIRE & 

BEZERRA, 2001). 

Em estudo sobre endófitos isolados de Vitis vinífera, Mostert et al. (2000) 

observaram que as espécies mais freqüentes foram Alternaria alternata (40%) e 

Sphaeropsis sp. (27%). 

As espécies Irpex lacteus e Cerrena unicolor do filo Basidiomycota, e as 

espécies Amphilogia gyrosa (sinônimo: Cryphonectria gyrosa), Asordaria sibutii e 

Metarhizium anisopliae do filo Ascomycota da classe Sordariomycetes foram 

isolados pela primeira vez como endófitos. A comunidade fúngica endofítica de 

Niagara Rosada apresentou alta diversidade de espécies, a Tabela 8 apresenta as 

espécies encontradas e a freqüência por tratamento. 
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Tabela 8.    Espécies de fungos endofíticos isolados de Vitis labrusca var. Niagara Rosada. Os códigos 
T1, T4 e T7 referem-se a tratamento agroecológico (Salesópolis); T2,T5 e T8 tratamento 
com fungicidas (Jundiaí), e T3, T6 e T9 vinhedo sem receber tratamento fungicida 
(Jundiaí). 

 

 

Espécies Janeiro /  Folha Junho /  Folha Junho /  Caule
T1 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   



72 
 

4.5 Antagonismo 
 
 

Foram testados 78 endófitos nos experimentos de antagonismo realizados 

contra os fungos fitopatogênicos Fusarium sp. e Botrytis sp., os resultados de todos 

os testes estão apresentados no Anexo B. Reações positivas de antagonismo, de 

fungos endofíticos 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 endofíticos, isolados de videiras 

em todos os tratamentos, contra Fusarium sp. e Botrytis sp. são apresentados nas 

Figuras 22 e 23, respectivamente. Fungos endofíticos isolados de videiras Niagara 

Rosada em cultura agroecológica apresentaram maior capacidade de antagonizar 

fungos fitopatogênicos que isolados endofíticos de videiras em cultura comercial, 

apenas a comunidade fúngica isolada de folhas (janeiro) em cultura comercial A, 

apresentou maior capacidade em antagonizar Fusarium sp. No mês de junho, os 

fungos endofíticos isolados de folhas de videiras em cultura comercial A e B, não 

foram capazes de antagonizar Fusarium sp. Os isolados de videiras em cultura 

comercial A, no mês de junho, apresentaram baixa porcentagem de antagonismo 

contra Botrytis sp e a cultura comercial B não apresentou microrganismos capazes 

de inibir Botrytis sp. Isolados de videiras em cultura agroecológicas, 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 fitopatogênicos apresentados pelas comunidades endofíticas de 

folha, no mês de junho, podem ser devido a mudanças sazonais e fisiológicas na 

planta hospedeira induzidas pela época de transição para o período de repouso 

hibernal, que culmina com a queda das folhas. 

Os fungos endofíticos 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 

fitopatógeno de cana-de-açucar (Saccharum officinarum), foi observado que esta 

espécie esta era mais suscetível ao antagonismo por endófitos de videira que a 

linhagem de Fusarium sp isolada como fitopatógeno para videiras (BRUM, 2006). É 

possível que, a linhagem de Fusarium sp. fitopatogênica de videiras tenha 
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desenvolvido mecanismos de defesa e resistência na interação com endófitos de 

videira. Apesar de serem gêneros diferentes, as reações de inibição observadas 

contra a linhagem de Botrytis sp., isolado de Eucalyptus saligna, comparado aos 

resultados de inibição ao Fusarium sp. fitopatógeno de videira, foram mais intensos 

e apresentaram maior porcentagem de reações de antagonismo positivo, inclusive 

com produção de halo (Figura 21). Diferente do resultado observado para 

comunidades endofíticos isoladas de videiras em cultura agroecológica, nos 

vinhedos sob trato comercial, a maioria das comunidades endofíticas 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 endofíticos 

específicos para Vitis labrusca L. var. Niagara Rosada após o tratamento com 

fungicidas, e recolonização das videiras por fungos não específicos. Na interação 

entre Fusarium sp. (fitopatogênico para videiras) e endófitos de videira, ambos 

devem ter desenvolvido mecanismos de competição um com o outro. Desta maneira, 

Fusarium sp. adaptado à competir com fungos específicos de videira, não 

apresentaria a mesma eficiência na competição contra estes novos fungos que 

recolonizaram as videiras, e levariam vantagem no antagonismo contra Fusarium sp. 

em relação aos endófitos específicos de videira. 

As comunidades fúngicas endofíticas de videiras em cultura agroecológica 

apresentaram maior capacidade de antagonismo a fungos fitopatogênicos que 

aquelas em cultura comercial. Diversos estudos comprovam a estreita relação de 

endófitos com a planta - hospedeira. Peters et al. (1998) utilizaram duas culturas de 

calo de plantas e endófitos, e descobriu que nas interações de endófitos com seu 

próprio hospedeiro, metabólitos secretados pelo calo hospedeiro no meio de 

crescimento resultou em respostas de crescimento positivo dos endófitos. Em dupla 

cultura com calos de um não hospedeiro, este não foi o caso, sugerindo que os 

endófitos responderam a estímulo específico produzido por seus respectivos 

hospedeiros. Segundo Schulz & Boyle (2005) a sinalização quimiotáxica envolvida 

em diversas interações de endófitos com a planta hospedeira sugere que estes 

endófitos não foram meros oportunistas incidentais em seus hospedeiros, mas que 

tem ocorrido uma adaptação evolucionária entre alguns endófitos e seus 

hospedeiros. Os dados apresentados confirmam a perda de proteção natural da 

planta após tratamento com agroquímicos. 
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Figura 20.  Experimentos de antagonismo contra Fusarium sp. e Botrytis sp. A e D são 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, à esquerda e Colletotrichum gloeosporioides à direita; C 
e F testados os isolados Pseudofusicoccum stromaticum, à esquerda e 1S1DF6 à direita. 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

 
 

Apesar de a folha ser a parte da planta com maior freqüência de infecção, 

caule apresentou maior porcentagem de endófitos capazes de inibir os fungos 

fitopatogênicos avaliados  

 
A. Controle Fusarium sp. B.  C. 

 
D. Controle Botrytis sp. 

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

 

 

 
 

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

 
 

Após a colheita da uva, a videira inicia a fase de acúmulo de reservas, na 

qual carboidratos produzidos nas folhas serão dirigidos principalmente para raízes e 

tronco. A fase seguinte compreende a perda total das folhas e a dormência. Desta 

maneira, é provável que a cada ciclo os endófitos sejam eliminados da planta 

juntamente com as folhas, ocorrendo uma nova reinfecção e colonização por fungos 

endofíticos a cada início de ciclo com a brotação. No tronco, durante a dormência, os 

fungos endofíticos devem manter-se alojados, com a brotação devem estender suas 

hifas recolonizando os novos caules. Como existem, entre os diferentes gêneros de 

fungos, preferências de colonização de diferentes partes da planta (PETRINI, 1996; 
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SIEBER et al., 1999; KUMAR & HYDE, 2004; SCHULZ & BOYLE, 2005) estes 

endófitos que permaneceram alojados no tronco durante a dormência podem não ter 

as folhas como seu habitat preferencial. Assim, fungos endofíticos de caule, que 

permanecem na planta por toda sua vida devem ter desenvolvido maior 

especificidade com a planta hospedeira. Nesta relação simbiótica com a planta 

devem ter evoluído mecanismos de defesa contra fitopatógenos, isto explicaria os 

resultados obtidos neste estudo, em que a capacidade de antagonismo dos fungos 

endofíticos de caule foi maior que a de endófitos de folha. 

 
 
4.6 Fungos endofíticos produtores de antimicrobianos 

 
 
Experimentos para avaliar a produção de compostos com atividade 

antimicrobiana pelos isolados endofíticos foram realizados com o extrato bruto de 

cada um dos 78 endófitos isolados. O isolado endofítico 2J2DFT6 apresentou forte 

reação inibitória, e sua análise filogenéticamente indicou pertencer ao gênero 

Fusarium, sendo possivelmente da espécie Fusarium solani como pode ser 

observado na Figura 24. A Figura 25 mostra a reação de inibição 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 patogênica humana C. albicans, mas não 

inibiu os fungos Fusarium sp. e Botrytis sp. 
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Figura 24.  Dendrograma construído pelo método de Neighbor-joining com base no modelo de Jukes 
& Cantor (1969) para a seqüência da região ITS1 – 5.8S – ITS2 do rDNA do isolado 
fúngico endofítico 2J2DFT6 (produtor de composto bioativo). Seqüências referência do 
GenBank foram utilizadas para comparação com o isolado. O ascomiceto Colletotrichum 
gloeosporioides foi utilizado como grupo externo. Valores de bootstrap (n=1000 
replicatas)≥ 50% estão demonstrados nas intersecções dos nós. Barra de escala = 0.05 
substituições por posição. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
Figur

4.6.

acet

foram

Xant

ra 25. Reaç
em m
antib
Baci
2J2D
bacté
axon
setas
cont

 
 

.1 Extraç
 

 

As sol

tona e clo

m testada

thomonas 

1. Bac

3. Esc

5. Xan

ões de com
meio líquido 
biose da amo
illus subtillis 
DFT6 aprese
érias. Esche

nopodis e co
s nas fotos 1
ra Fusarium 

ção e ide

luções res

orofórmio a

s contra E

axonopod

cillus subtillis

herichia coli

nthomonas ax

postos com 
BD (batata d

ostra 3S2DF
e Staphyloc

entando fort
erichia coli, 

ontra a leved
1 à 5. Na fot
sp. não inibe

ntificaçã

sultantes d

a partir do

Escherichi

dis e a lev

4

     
xonopodis   

atividade an
dextrose). N

F13 que apre
coccus aure
te reação d

Bacillus s
dura patogên
to 6 pode se
e o crescime

ão de com

das extraçõ

o extrato b

ia coli, Ba

edura Can

2. Candida

4. Staphyloco

       6. Fusa

ntimicrobiana
as placas, o

esentou inibiç
us, e a dire
de inibição
ubtillis, Stap

nica Candida
e observar qu
ento micelial 

mpostos

ões com o

bruto prod

acillus sub

ndida albic

a albicans 

occus aureus

arium sp. 

a produzidos
o poço à esq
ção fraca ap
ita o teste d
com formaç

phylococcus 
a albicans, co
ue o teste do
do fungo fila

s bioativo

os solvent

duzido pelo

btillis, Stap

cans. O co

 

 
s 

 

s por fungos
querda mostr
penas sobre 
de antibiose 
ção de halo

aureus; X
omo está ind
o composto d
amentoso.  

os 

es orgânic

o isolado 

phylococcu

omposto e

78

s endofíticos
ra o teste de
as bactérias
da amostra

o contra as
Xanthomonas
dicado pelas
de 2J2DFT6

cos: água,

2J2DFT6,

us aureus;

xtraído na

8 

s 
e 
s 
a 
s 
s 
s 
6 

 

 

; 

a 



 

fase

de in

axon

 
Figur

técn

mL 

infra

Espe

éste

esqu

com

Cha

celeb

em c

rDNA

deve

 clorofórm

nibição con

nopodis (F

 

 

ra 26.  Reaç
C sã
As s
emb
placa

 

 

A aná

ica de FT

da soluçã

avermelho 

ecialmente

res conten

ueleto taxó

posto anti

kravarthi, 

bica que f

característ

A, este is

erá ser alvo

 

io preserv

ntra a bact

igura 26). 

1. Baci

ções dos com
ão respectiva
setas indica
ebido com o
a.  

lise do ex

IR/ATR. G

ão sobre o

foi medido

e a banda

ndo radica

ólico apres

biótico iso

et al. (200

foi capaz d

ticas de co

olado foi 

o de intens

ou alguma

téria Gram

illus subtilis

mpostos extr
amente os te
m a formaç
o extrato obt

xtrato obtid

Gerou um f

o monocris

o na região

a em 1712

is cíclicos 

sentado na

olado dess

08) isolara

de produzi

olônia, mor

identificad

sas pesqui

as propried
+ Bacillus s

s  

raídos com s
estes com ex
ção de halo
tido com clo

do pela ex

filme da a

stal e eva

o de 4000-

2 cm-1 (F

alifáticos, 

a Figura 2

se fungo p

am um fun

r paclitaxe

rfologia de

do como F

isas na co

dades bioa

subtilis e a

 2. Xantho

solventes org
xtratos obtido
o de inibição
orofórmio e s

xtração co

amostra qu

aporando-s

650 cm-1, 

igura 27) 

como oco

28. Dessa 

possua um

ngo de fra

el em meio

e conídio e

Fusarium s

ntinuidade

ativas, man

a bactéria G

omonas ax

gânicos. Nas
os com cloro
o em torno 
seco antes d

om clorofó

ue foi obtid

se o solve

com uma r

é bastan

orre nos de

forma é b

ma estrutur

agmentos 

o de cultur

e análise d

solani. En

e deste trab

ntendo a ca

Gram- Xan

 
xonopodis 

s placas as l
ofórmio, água

do papel f
de ser coloc

órmio reali

do deposit

ente. O es

resolução 

te caracte

erivados c

bem possí

ra similar. 

de caule 

ra líquido, 

a seqüênc

tretanto e

balho. 

79

apacidade

nthomonas

letras A, B e
a e acetona.
filtro que foi
ado sobre a

zada pela

ando-se 1

spectro de

de 2 cm-1.

erística de

contendo o

ível que o

Na Índia,

de Taxus

com base

cia 26S do

este tópico

9 

e 

s 

e 
. 
i 

a 

a 

 

e 

 

e 

o 

o 

 

s 

e 

o 

o 



80 
 

 
Figura 27. Espectro de infravermelho medido na região de 4000-650 cm-1. A banda em 1712 cm-1 

característica de ésteres contendo radicais cíclicos alifáticos. 
 
 

 

 
Figura 28. Esquema de esqueleto taxólico, 5α hidroxi-10βhidroxi-taxadieno. 
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5 CONCLUSÕES E SUGESTÕES 
 

Os resultados apresentados no presente trabalho permitem concluir que:  

I - A comunidade fúngica endofítica 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. 

II - Fungos fitopatogênicos 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).  

III - Fungos endofíticos associados à Niagara Rosada têm a capacidade de inibir o 

crescimento de Fusarium sp. e Botrytis sp., sugerindo que sua comunidade 

fúngica endofítica está equilibradamente envolvida na proteção da planta 

hospedeira, auxiliando-a no controle de doenças fúngicas.  

IV - Em Vitis labrusca L. var. Niagara Rosada, os tecidos foliares apresentam maior 

densidade e diversidade de fungos endofíticos que os tecidos caulinares, 

porém a comunidade fúngica endofítica de caule apresenta maior capacidade 

de antagonismo a fungos fitopatogênicos que a comunidade endofítica de 

folha. 

V - A freqüência de fungos capazes de inibir fitopatógenos é maior em videiras 

cultivadas no sistema agroecológico.  

VI - A temperatura interfere significantemente na comunidade fúngica de Vitis 

labrusca var. Niagara Rosada. 
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APÊNDICE A - Isolados de fungos endofíticos de Vitis 
labrusca L. var. Niagara Rosada identificados pelo 
seqüenciamento da região ITS1 – 5.8S – ITS2 do rDNA 
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 Isolados Identificação Código do 
NCBI 

Ident
. 

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% 
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2J1DFN11 Glomerella cingulata AB334524.1 95% 
2J1DFN12 Guignardia vaccinii EUI67584.1 98% 
2J2DFN1 Alternaria alternata AY433814.1 99% 
2J2DFN3 Phomopsis sp. AY620999.1 99% 
2J2DFN4 Alternaria azukiae EU520228.1 100%
2J2DFN5 Alternaria alternata AY433814.1 100%
3S3DC1 Diaporthe helianthi AJ312356.1 97% 
3S3DC3 Pestalotiopsis microspora EU273522.1 99% 
3S2DC1 Pestalotiopsis paeoniicola EU400221.1 100%
3S2DC2 Pestalotiopsis clavispora EU342213.1 100%
3S2DC3 Pestalotiopsis paeoniicola EU400221.1 100%
3S1DC2 Botryosphaeria parva  DQ356359.1 98% 
3S1DC3 Diaporthe helianthi AJ312356.1 98% 
3S1DC5 Neofusicoccum parvum EUO80926.1 98% 
3S3DC2 Schizophyllum commune AF280759.1 98% 
2J3DCT3 Alternaria arborescens DQ242506.1 99% 
2J1DCT1 Fusariumchlamyclosporum AY213655.1 99% 
2J1DCT6 Paraconiothyrium brasiliense EU295637.1 99% 
2J1DCT2 Glomerella cingulata EF423519.1 99% 
2J3DCT1 Glomerella acutata  AB269945.1 98% 
2J3DCT2 Phoma herbarum AB369456.1 99% 
2J1DCT7 Irpex sp.*  EU301643.1 98% 
2J1DCN2 Microthia havanensis EF025970.1 97% 
2J1DCN5 Alternaria tenuissima AY51455.1 99% 
2J2DCN1 Polyporales sp. EF672293.1 99% 
2J2DCN2 Amphilogia gyrosa * EF026147.1 95% 
2J2DCN5 Phoma herbarum AB369456.1 99% 
2J2DCN6 Phoma herbarum AB369456.1 98% 
2J1DCN4 Colletotrichum gloeosporioides AB042314.1 98% 
2J2DCN4 Phoma glomerata AYI83371.1 99% 
2J2DCN8 Phoma herbarum EUO82106.1 99% 
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APÊNDICE 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. 
3S2DC1 + + 2J1DFT8 - - 
3S1DC2 +++ +++ 2J1DFT9 - - 
3S1DC5 + + 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 ++ ++ 

* −     = ausência de antagonismo 
  +      = antagonismo fraco 
  ++    =antagonismo médio 
  +++ = forte antagonismo 
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