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RESUMO

Os microrganismos apresentam grande importancia potencial na producao de compostos com
atividade ainda ndo bem conhecida. No presente trabalho, com objetivo geral de estudar o
fungo endofitico isolado dos tecidos de Mirabilis jalapa, arbusto perene da familia
Nyctagineae, isolou-se o endofitico Colletotrichum gloeosporioides. Esse fungo apresenta
desenvolvimento favoravel em meio liquido batata-dextrose (BD), sob condi¢des de repouso e
no escuro em um periodo de 30 dias, com acimulo de biomassa de aproximadamente 81,03%
da massa total em relagdo ao periodo de 70 dias em que cessou seu crescimento. As unidades
de frutificacdo ndo foram observadas ao microscopio, somente observaram-se conidios e
apressorios caracteristicos, tendo sido realizado o seqilienciamento genético, optando pela
regido ITS da subunidade menor do seu DNA ribossomal, apos amplificagdo do mesmo por
PCR pelo uso dos primers taxon-especificos ITS1 e ITS4, para confirmar a identificacdo
morfoldgica. Os extratos brutos obtidos a partir de solventes com diferentes polaridades da
matéria seca do endofitico, C. gloeosporioides, permitiram avaliar a atividade antimicrobiana
frente a patdgenos e fitopatdogenos, com resultado positivo para os extratos etanolicos das
células secas e dos calos no controle de Escherichia coli, com halo de inibi¢ao de 12 mm ¢ 18
mm, respectivamente para concentragdo de 33%. O extrato cloroformico apresentou atividade
contra Pseudomonas sp., com halo de inibigio de 46 mm para concentragio de 500 mg.mL™",
atividade semelhante a nistatina em mesma concentra¢do (52 mm). A analise de trés métodos
para determinagdo do teor total de fendis nos extratos brutos, tendo como reagente Folin-
Ciocalteu, apresentou diferengas significativas em relagdo ao método de Slinkard e Singleton
(1977), mas nao entre os outros dois métodos: Makkar et al. (1993) e Swain e Hills (1959). A
atividade seqiiestradora radicalar apresentou-se mais caracteristica para os extratos metanodlico
e etandlico, apesar dos mesmos nao terem apresentado maior teor de fenois totais quando
comparados ao extrato acetato como podera ser observado no pertinente trabalho.

Palavras-chave: Colletotrichum. Mirabilis. Endofitico. ITS. Fenol.



ABSTRACT

Microorganisms have great potential importance in the production of compounds with activity
still not well known. In this work, with overall objective of studying the endophytic fungus
isolated from tissues of Mirabilis jalapa, evergreen shrub Nyctagineae family, was isolated
the endophytic Colletotrichum gloeosporioides. This fungus has been favorable in liquid
medium potato-dextrose (BD), under resting conditions and darkness in a period of 30 days,
with accumulation of biomass of approximately 81.03% of the total mass for the period of 70
days which ceased its growth. Its fruitification units were not observed under the microscope,
only observed conidia and appressoria characteristic, they were submited out the genetic
sequencing, opting for the ITS region of its small subunit ribosomal DNA, after amplification
by PCR by using primers taxon - specific ITS1 and ITS4, to confirm the morphological
identification of C. gloeosporioides. The extracts obtained from solvents with different
polarities of the dry matter of endophytic, were used to evaluate their antimicrobial activity
against pathogens and phylopathogen organisms, with positive results for the ethanolic
extracts of the cells and dried calluses in control of Escherichia coli, with inhibition zone of
12 mm and 18 mm, respectively, for concentration of 33%. The chloroform extract, on the
other hand, presented activity against Pseudomonas sp., with inhibition zone of 46 mm for a
concentration of 500 mg.mL"', activity similar to nystatin in the same concentration (52 mm).
The analysis of three methods for determination of total phenols in crude extracts, with Folin-
Ciocalteu, showed significant differences in the method of Slinkard and Singleton (1977), but
not between the other two methods: Makkar et al. (1993) and Swain and Hills (1959). The
radical scavenging activity was more pronounced for methanolic and ethanolic extracts,
although not present higher content of total phenols when compared to acetate extract as it can
be observed in the relevant study.

Word-key: Colletotrichum. Mirabilis. Endophytic. ITS. Phenol.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Desenvolver a partir da planta Mirabilis jalapa Linn um trabalho que isole

microrganismo endofitico e permita verificar a potencialidade biolégica dos extratos frente a

microrganismo patdgenos e fitopatogenos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)
b)

c)

d)

g)

h)

Isolar endofitico a partir da semente da planta;

Estabelecer as condi¢des de desenvolvimento do endofitico isolado;

Identificar o endofitico isolado através de caracterizagdo morfologica e por meio
do seqiienciamento da regido do espaco de transcricdo interna (ITS) da
subunidade menor do DNA ribossomal;

Avaliar a atividade dos extratos contra microrganismos patogenos;

Estudar o efeito antagonista do endofitico isolado contra fitopatogenos;
Comparar trés metodologias para determinagdo do teor de fenois totais com base
no reagente de Folin-Ciocalteu;

Determinar o teor de fendis totais nos extratos da matéria seca micelial do
endofitico;

Determinar atividade seqiiestradora de radical livre frente ao DPPH nos extratos

da matéria seca micelial do endofitico.



INTRODUCAO
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INTRODUCAO

Com o objetivo de caracterizar novas substancias naturais bioativas, a biotecnologia,
por meio de técnicas, que usem organismos vivos ou partes destes para produzir e/ou
modificar os produtos, bem como de melhorar geneticamente plantas ou animais e
desenvolver microrganismos para fins especificos, tem contribuido no desenvolvimento
socioecondmico de nossa sociedade. (OLIVEIRA, 2003).

O crescimento do campo da biotecnologia ocorreu a partir da década de 70 por meio
do desenvolvimento da engenharia genética (alteracdo direta do material genético). A
tecnologia implica na modificagdo direta do genoma do organismo alvo pela introducao
intencional de fragmentos de acido desoxirribonucleico (DNA) exdgenos (genes exdgenos)
que possuem uma fun¢do conhecida. Exemplos de substancias ou produtos que tém sido
produzidos dessa forma incluem interferon humano (substdncia natural sintetizada no
organismo humano para defesa contra virus), insulina e hormonios de crescimento humano,
plantas resistentes a virus, plantas tolerantes a insetos e plantas resistentes a herbicidas. Outro
uso importante da biotecnologia implica na produgcdo de bactérias, utilizadas para
biodegradacao de vazamentos de d6leos ou lixos toxicos (OLIVEIRA, 2003).

O estudo de microrganismos endofiticos ¢ um ramo de pesquisa da biotecnologia que
se desenvolve de forma crescente. Em levantamento populacional, estimou-se que pode haver
em torno de 1 milhdo de espécies de fungos diferentes em nosso planeta (HAWKSWORTH e
ROSSMAN, 1987). Como parasitas, no ultimo século, muitos dos 100 mil fungos que foram
descritos, estiveram associados a varios organismos superiores, como saprofitas em materiais
bioldgicos inoperantes € em decomposicdo. Nas ultimas décadas, os cientistas comegaram a
observar que as plantas podem servir como um reservatorio de inimeros microrganismos
ditos “endofiticos” (BACON e WHITE, 2000). Esses vivem mutualisticamente nos espagos
intercelular de tecidos vegetais e podem produzir substincias com atividade bioldgica e com
potencial de uso farmacologico. Em estudo detalhado foi evidenciado que 51% das
substancias bioldgicas ativas isoladas dos fungos endofiticos eram previamente desconhecidas
quando comparada com aquelas substancias da macrobiotica do solo, que representam 38% de
substancias biologicamente ativas (SHUTZ, 2001).

Dos compostos isolados a partir dos endofiticos, grande parte sdo metabolitos

secundarios que possuem diferentes fungdes: estrutural, defesa, atrativa e interespecifica. Da


http://www.biotecnologia.com.br/biocd/01_entendendo/_glossario.asp#03
http://www.biotecnologia.com.br/biocd/01_entendendo/_glossario.asp#05
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classe dos metabdlitos que possuem grupos fenolicos, tais como: fendis simples, acidos
fenolicos (derivados de acidos benzoico e cinamico), cumarinas, flavonoides, estilbenos,
taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas (NACZK e SHAHIDI, 2004), tém
importancia reconhecida, uma vez que se relacionam principalmente a atividade antioxidante
por inibirem a peroxidacdo lipidica e a lipooxigenase in vitro (HASLAM, 1996; SOARES,
2002).

Os radicais livres sdo controlados nos seres vivos por diversos compostos
antioxidantes, os quais podem ter origem endogena, como a enzima superoxido dismutase, ou
serem exogenos provenientes normalmente da dieta alimentar. Nesta ultima destacam
tocoferdis (vitamina E), acido ascérbico (vitamina C), polifenois, selénio e carotenoides
(VALKO et al., 2004; EL-AGAMEY et al., 2004; OMONI e ALUKO, 2005). Quando ha
limitagdo na disponibilidade de antioxidante, podem ocorrer lesdes oxidativas de carater
cumulativo (ATOUI et al., 2005), desde ataques as membranas celulares até a moléculas de
DNA. Os antioxidantes, portanto, sdo capazes de estabilizar ou desativar os radicais livres que
desencadeiam uma cascata de reagdes responsaveis pelo envelhecimento, doengas
degenerativas como cancer, doengas cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune e
disfungoes cerebrais (BARREIROS et al., 2006).

Por tudo exposto anteriormente, o presente trabalho, dividido em trés capitulos:
revisdo bibliografica, metodologia e resultados e discussdo; da énfase no isolamento de
microrganismo endofitico a partir da planta Mirabilis jalapa Linn, além do estudo das
condicoes de manutencdo desta cultura e seu desenvolvimento em meios nutrientes, a
determinagdo da bioatividade dos extratos brutos frente a espécies patogénicas e
fitopatogénicas e a determinagdo quantitativa de fendis totais e avaliagdo da atividade
sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH?¢) frente aos extratos brutos

do endofitico isolado.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 ESTUDOS SOBRE A PLANTA

A Mirabilis jalapa Linn é uma planta herbacea (50 a 100 cm de altura) pertence a
divisdo Magnoliophyta, da classe Magnoliopsida, da ordem Caryophyllales, da subclasse
Caryophylidae e da familia Nyctaginaceae. Apresenta folhas simples, pecioladas, limbo de 8-
12 cm de comprimento e 3-4,5 cm de largura, ovaladas, com margem lisa, apice aristado, base
cordada, filotaxia de opostas, e desprovidas de estipulas. Inflorescéncia terminal com poucas
flores androgenas, actinomorfas, com 5 sépalas e 5 pétalas, unidas entre si; com 5 estames;
ovario stipero, unicarpelar e unilocular (CORREA, 1984). E uma planta perene com raiz
tuberosa ¢ flores de coloragdo diversa (amarelo, vermelho, branco, roxo, cor de rosa e
multicolorida — Figura 1) cuja abertura ocorre no fim da tarde, sendo por isso conhecida em
alguns paises da América como quatro-horas, e apresenta fragrincia doce. No Brasil ¢

também conhecida como bonina, maravilha, jalapa falsa e entre outros nomes.

Figura 1. Fotos destacando as variedades de cores da Mirabilis jalapa

Fonte: Autor, 2009.

Segundo Corréa (1984), as folhas novas cozidas sdo comestiveis, a raiz ¢ purgativa,
porém venenosa. O caule e a raiz que sdo espessas € suculentas, produzem mais matéria
alcalina do que qualquer outro vegetal apontado como préprio para extragao de potassa. O seu
fruto se assemelha a uma pimenta do reino, € o seu amido, obtido, que ¢ abundante, serve para
eliminar sardas e “panos” do rosto quando preparado com limao, na forma de uma pasta. A
planta também ¢ muito preconizada como emético-catértico, cuja raiz tuberosa aparece nas
farmacopeias como ‘“Radix Nyctaginis Mechoacannae” ou “Jalapa falsa”, sendo suas

sementes venenosas.
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Em estudo com o cha de raizes e sementes, foram demonstradas atividades
antibacteriana e antiviral sobre varios patogenos humanos e vegetais (DUARTE et al., 1995;
DE BOLLE et al., 1996; VIVANCO et al., 1997; VIVANCO et al., 1999), sendo muito
utilizado pela populagdo da regido nordeste para o tratamento de tUlceras, espinhas, acne,
leucorréia, colicas abdominais, sifilis e como antiflamatério (CORREIA, 1984). Para Andrade
Filho (2001), a planta ¢ tida como alucindgena e causadora de problemas intestinais, no caso
de intoxicagoes.

Muitos estudos pertinentes ao uso de extratos de plantas como agentes terapéuticos
tém sido relatado, principalmente na busca do controle de microrganismos resistentes a
antibidticos. O extrato das sementes de M. jalapa mostrou atividade contra os patdogenos
humanos: Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Enterobacter
ssp, Vibrio cholerae, Shigella flexneri e Salmonella typhi (KUSAMBA et al.,1991), e com os
extratos de suas flores foi possivel detectar um grande potencial em inibir a contratilidade do

musculo liso que constitui o jejuno (ARROYO et al,, 2004).

Figura 2. Polissacarideo da raiz de M. jalapa formado por monomeros de B-D-Glicose unidas
por ligagodes B-1,3 e -1,4.
B CH,OH ]
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Fonte: Ray et al., 1987.

Z

A partir das raizes de M. jalapa, Ray et al. (1987) isolaram um polissacarideo,
composto por unidades B-D-glicose, D-glicana, com ligagdes 3-1,3 e B-1,4 (Figura 2).

Das raizes de M. jalapa também foram isolados quatro rotendides denominados
Mirabijalona A-D, bem como outros compostos, 9-O-Metil-4-hidroxiboeravinona B,
Boeravinona C e F, e 1,2,3,4-Tetrahidro-1-metilisoquinolina-7,8-diol (Figura 3), que
apresentaram um grau de 48% de inibicao da transcriptase reversa do virus HIV-1 (WANG et

al., 2002).
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Figura 3. Estruturas quimicas dos compostos isolados da raiz de M. jalapa

Boeravinona C

HN
OH

OH

Boeravinona F 1,2,3,4-tetrahidro-1-methilisoquinolina-7,8-diol
Fonte: Wang et al., 2002.

Em 2005, Effmert et al., estudaram os compostos volateis das flores de M. jalapa
através de cromatografia gasosa acoplado a espectrofotometro de massa (CG/EM) e isolaram
os compostos: Acetato de (Z)-hexenila, -Mirceno, (Z)-Ocimeno e Benzoato de benzila,

sendo o monoterpeno (E£)-B-Ocimeno encontrado em maior proporcao, ver Figura 4.

Figura 4. Compostos volateis isolados das flores de M. jalapa

WYX AN o

Acetato de (Z£)-3-hexenila B-Mirceno (Z)-Ocimeno
@ano\)© \\—<\_/=<
(0]
Benzoato de benzila (E)-B-Ocimeno

Fonte: Effmert et al.,2005.

Das sementes e raizes de plantas jovens de M. jalapa também se isolou um grupo de
peptideos que foram chamadas Proteinas Antivirais de Mirabilis (MAP) (Figura 5). Esses
compostos demonstraram acao antifingica e antiviral especificas. As MAP’s ajudam a planta

a proteger-se contra virus, contra fungos do solo prejudiciais e a outras variedades cultivaveis
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de importancia, como o virus de mosaico do tabaco. As MAP’s apresentaram atividade
abortiva em ratas gestantes, e inibiram a sintese de proteinas para multiplicacdo de virus em

células (TAYLOR, 2005).

Figura 5. Representagdo estrutural 3D simulado em programa computacional ChemDraw e
Chem3D (CambridgeSoft, versdo 10.0)' em modelagem bola-bastio das seqiiéncias de Aminoacidos
para as duas Proteinas Antivirais da Mirabilis (MAP), onde: a) Sheferina I — com 28 aminoacidos: Gly-
Tyr-Gly-Gly-His-Gly-Gly-His-Gly-Gly-His-Gly-Gly-His-Gly-Gly-His-Gly-Gly-His-Gly-His-Gly-
Gly-Gly-Gly-His-Gly. b) Sheferina II — com 38 aminoécidos: Gly-Tyr-His-Gly-Gly-His-Gly-Gly-His-
Gly-Gly-Gly-Tyr-Asn-Gly-Gly-Gly-Gly-His-Gly-Gly-His-Gly-Gly-Gly-Tyr-Asn-Gly-Gly-Gly-His-
His-Gly-Gly-Gly-Gly-His-Gly. Sendo: Gly = Glicina, Tyr = Tirosina, His = Histidina e Asn =
Asparagina.

a - Sheferina |

b - Sheferina II

Fonte: Taylor, 2005.

" Todos os direitos reservados a CambridgeSoft Corporation® (http://www.cambridgesoft.com/terms)
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As concentragdes mais altas de MAP’s sdo encontradas nas sementes da planta, e em
seguida nas raizes e folhas. Esses peptideos agem de forma semelhante a outros peptideos
denominados RIP (Proteinas de Inativacdo do Ribossomo), como a ricina, encontrada nas
sementes de mamona e sdo usadas como arma biologica. A acdo desses peptideos se da pela
inativagdo do ribossomo ao ligar-se ao mesmo paralisando a sintese de proteinas e causando
morte celular. Quando comparado com a ricina, os MAP’s sdo considerados 30 vezes menos
toxicos. Por causa desta toxicidade, as sementes nao sao geralmente utilizadas nos
compéndios da medicina herbacea a despeito das acdes antimicrobianas atribuidas as mesmas
(TAYLOR, 2005).

A familia Nyctaginaceae € produtora da classe de alcaldides denominada de betalainas
(SIMOES et al., 2002). Em geral, as betalainas sdo pigmentos nitrogenados hidrossoltiveis
(CAl et al., 2005; GANDIA-HERRERO et al., 2005) e compreendem dois grupos estruturais:
as betacianinas de coloragdo vermelha (latim Befa, Beta vulgaris; e do grego Kyanos,
azul), e as betaxantinas coloracdo amarela (Latim Beta, Beta vulgaris; e do grego Xanthos,
amarelo) (STRACK et al., 2003), o que caracteriza a coloragdo tipica das raizes e atuam como
importantes substancias antioxidantes para a dieta humana (VITTI et al., 2004).

As betalainas acumulam-se em flores, frutos, caules e raizes de familias da ordem
Caryophyllales, com as excecdes das familias Caryophyllaceae e Moluginaceae, nas quais as
betalainas sdo substituidas por antocianinas (STRACK et al., 2003). Antocianinas sao
pigmentos, derivados de flavonoides, que ocorrem em todas as outras familias de plantas
(SIMOES et al., 2002). Devido a esta localizagdo restrita, betalainas sdo utilizadas na
quimiotaxonomia da ordem Caryophyllales (STRACK et al., 2003).

A cor das betalainas ¢ atribuida ao efeito de ressonancia das duplas ligagdes presentes
no esqueleto estrutural. Desta forma, nas betaxantinas, o 4cido betalamico, precursor das
betalainas, ¢ conjugado com um aminoacido ou amina, enquanto, nas betacianinas, este acido
encontra-se condensado com a ciclo-dopa (ciclo-3,4-diidroxi-fenilalanina). A condensagdo
com a ciclo-dopa estende a ressondncia eletronica para o anel aromatico difendlico. Com esta
conjugacdo extra, a absor¢do maxima muda de 480 nm (amarelo, betaxantinas) para 540 nm

(violeta, betacianinas) (GANDIA-HERRERO et al., 2005) (Figura 6).


http://www.rain-tree.com/clavillia.htm
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Grande parte dos estudos com betalainas provém de seu uso como colorante de
alimentos. Cai et al. (2005), avaliou o uso de betalainas da familia Amaranthaceae na
coloragao de sorvetes, chegando a resultados promissores quanto a estabilidade. A mais
importante fonte da betalaina, betanina, um agente colorante, ¢ a beterraba vermelha, Beta
vulgaris subsp. vulgaris (STRACK et al., 2003).

A extragao de betalainas de tecidos de plantas e cultura de células pode ser feita com
metanol e agua (1:1), além do acréscimo de 4cido ascorbico (50 umol L) ser recomendado
por Strack et al. (2003), por saber-se que um potencial hidrogenionico (pH) levemente acido
estabiliza betacianinas e inibe possiveis oxidagdes.

Segundo Bruneton et al. (1999), betalainas ndo possuem interesse terapéutico,
todavia, a partir dos trabalhos de Pedrefio et al. (2000); Kranner et al. (2001) e Cai et al.
(2005), que demonstraram a atividade antioxidante de betalainas, ficou claro que esta familia
de compostos possuem agao farmacoterapica.

As betalainas da familia Amaranthaceae foram testadas com o método do 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH-), os resultados mostraram atividade antioxidante comparadas a
do 4cido ascorbico (CAI et al., 2005). O potencial antioxidante das betalainas deve-se aos
grupos fenolicos, principalmente na posi¢do para, que, frente ao radical do DPPH, tém seus
hidrogénios removidos, levando a radicais estabilizados por ressonancia eletronica.

Na parte seguinte, serd apresentado revisao sobre os microrganismos endofiticos,

destacando o interesse de seus estudos e suas principais caracteristicas.

1.2 MICRORGANISMOS ENDOFITICOS

Os microrganismos endofiticos foram considerados assintomadticos, ou seja, sem
produzir efeitos benéficos ou prejudiciais aos seus hospedeiros, até o final da década de 70.
Em 1886, descobriu-se que microrganismos também vivem sistematicamente no interior das
partes areas das plantas, sem causarem doencas, sendo estes chamados de endofiticos
(CARROLL, 1986; PETRINI et al., 1991). Neste conceito, foram excluidas as bactérias
fixadoras de nitrogénio, os fungos micorrizicos, € microrganismos que colonizam o interior
das raizes, que embora por defini¢do sejam endofiticos, eram tratados separadamente. Esta
comunidade endofitica ¢ constituida principalmente por fungos, bactérias e actinomicetos

(HALLMANN et al, 1997).
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Os endofiticos revelaram propriedades de interesse, como prote¢do contra predadores
e patogenos desempenhando funcdo para a sanidade vegetal, j& que atuam como agentes
controladores de microrganismos fitopatogénicos, além de poder funcionar também no
controle de insetos e até proteger a planta contra herbivoros. Atualmente, atribuem-se outras
caracteristicas importantes a estes organismos, como o aumento da resisténcia a condi¢des de
estresse, alteracdo em propriedades fisiologicas, producao de fito-hormdnio, toxinas, farmacos
(como antibioticos), imunossupressores, antitumorais, € compostos de interesse
biotecnoldgico, como enzimas, movimentando em torno de 61 bilhdes de dolares anuais.
(AZEVEDO, 1998; AZEVEDO et al., 2000; STAMFORD et al., 2001; STAMFORD et al.,
2002; SUTO et al., 2002; STROBEL, 2003).

Na década de 80 deu-se inicio a pesquisas de bioprospeccdo em fungos endofiticos,
visando isolar, identificar e verificar a potencialidade bioldgica das substancias produzidas
por estes fungos, que podem ser os verdadeiros produtores de substancias terapéuticas que
antes eram identificadas como sendo da planta hospedeira.

Devido a intima associagdo entre os endofiticos e espécies vegetais, tem sido
sugerido que estes microrganismos coevoluiram com seus hospedeiros (MISAGHI e
DONNDELINGER, 1990), confirmando a hipotese de interagdo mutualistica, onde os
endofitos utilizar-se-iam de nutrientes e protecao da planta hospedeira, e esta receberia em
troca compostos quimicos como: enzimas, compostos bioativos e metabolitos secundarios
(TAYLOR e TAYLOR, 2000). E possivel imaginar que alguns destes microrganismos
endofiticos podem ter favorecido e sofrido a transferéncia de informacdo genética com a
planta e vice-versa (STIERLE et al., 1993). Obviamente, isto permitiu maior compatibilidade
com a planta hospedeira, ocasionando a evolugdo das rotas bioquimicas conjunta dos
organismos, tendo por resultado a producdo de hormodnios de crescimento da planta, por
exemplo, que podem ser sintetizadas por fungos e bactérias endofiticas (GOODMAN, 1986).

Da interacdo planta-endofito destaca-se também a maior resisténcia em ambientes
com intenso estresse, causado por fatores bidticos ou abioticos (SAIKKONEN et al., 1998;
CLAY, 1992), resisténcia contra patogenos (LEMANCEAU e ALABOUVETTE, 1993;
HALLMANN et al., 1997; M’PIGA et al.,, 1997) e/ou aumento do crescimento vegetal
(HALLMANN et al., 1997; BENT ¢ CHANWAY, 1998; SHISHIDO et al., 1999). Estas
constatacdes despertaram interesse biotecnoldgico, com o estudo direto dos endofiticos e o
papel dos metabolitos secundarios extraidos e suas aplicabilidades para os homens. Além

disso, trabalhos recentes tém demonstrado que estes microrganismos endofiticos podem ser
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utilizados como vetores para a introducdo de caracteristicas de interesse biotecnologico na
planta (DOWNING et al., 2000; TOMASINO et al., 1995).

As plantas, no geral, sdo hospedeiras de um ou mais endoéfitos, que podem ser
detectados no interior de tecidos vegetais por meio de microscopia 6tica (WHITE Jr. et al.,
1993) ou eletronica (VIRET e PETRINI, 1994), ou ainda por métodos soroldgicos
(SINCLAIR, 1991). A infecc¢ao da-se por meio de fissuras e a colonizagdo ocorre nos espagos
intercelulares, abaixo das camadas de células epidermeais, vasos condutores e, em alguns
casos, colonias intracelularmente a esses tecidos, sendo dificilmente observada penetraciao nas
células em condigdes naturais (BACON ¢ WHITE, 2000; STROBEL, 2003).

A ocorréncia de endofitos varia bastante de acordo com o clima da regido onde foi
realizado o isolamento. A maioria dos estudos descreve a microbiota de vegetais isolados de
regides de clima temperado, que se revela bastante diversa das espécies encontradas em
regides tropicais, tanto em termos quantitativos quanto qualitativos (RODRIGUES e
PETRINI, 1997). Os principais ou mais freqiientes grupos, géneros e espécies de
microrganismos endofiticos tém sido descritos em véarios trabalhos nos ultimos dez anos,
alguns deles apresentando extensas revisdes sobre o assunto, nos mais diversos aspectos. Os
fungos predominam em ntimero de trabalhos na literatura cientifica, seguidos de bactérias e
actinomicetos, nao por isso, menos importantes (PETRINI, 1991; FISHER et al., 1992;
CHANWAY, 1996; HALLMANN et al, 1997; RODRIGUES e PETRINI, 1997;
AZEVEDO, 1998; OKANE et al., 1998; AZEVEDO et al., 2000; STROBEL, 2002;
STROBEL, 2003).

Embora os enddfitos possam ser encontrados em sementes, € apds a germinacao,
colonizam outras partes da planta como geralmente ocorre em gramineas, ndo ¢ regra geral.
Sua penetracdo nesses casos da-se principalmente por aberturas naturais, tais como: estomatos
(Figura 7), regido de emissdo de raizes secundarias, microferimentos nas raizes pelo atrito
com as particulas dos solos e enjurias causadas por manuseio agricola, entre outros fatores
(PEIXOTO NETO et al., 2002).

Devido os fatos apresentados acima, o processo de isolamento de endofitos envolve
cuidados especiais para que sejam excluidos os microrganismos que vivem na superficie do
hospedeiro, os epifitos. A desinfestacio da superficie das folhas, caules e outros orgdos
vegetais ¢ uma etapa fundamental para o adequado isolamento destes microrganismos. Os
tempos de tratamento e a concentragdo do agente desinfetante podem variar de acordo com a

textura do material a ser utilizado, razdo pela qual devem ser feitos testes preliminares para a
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adequagdo da metodologia de isolamento, para que apenas os microrganismos epifiticos, mas

nao os endofiticos sejam eliminados (BLANCO, 1999).

Figura 7. Levedura endofitica no interior de estomatos de folhas de citros.

Fonte: Neto et al. Revista Biotecnologia Ciéncia e Desenvolvimento, Ed. 29, 2002, p. 65.

Os meios de cultura devem ser apropriados, de acordo com o grupo de endofitos que
se deseja isolar, podendo ser acrescentadas substincias seletivas, como antibidticos, que
inibem o crescimento de bactérias, ou fungicidas, que restringem o crescimento de fungos.
Também podem ser utilizados meios especificos que permitem o crescimento de apenas um
determinado tipo de microrganismo que se deseja isolar em particular. Outras varidveis
igualmente importantes devem ser levadas em consideracdo, como a idade da planta e dos
orgdos utilizados, o local e a época da coleta, a temperatura de incubagdo das placas para o
isolamento, além da recorréncia do isolado, revelando o seu verdadeiro estado endofitico
(PETRINI 1991; AZEVEDO, 1998).

E interessante salientar que, devido a desequilibrios no metabolismo da planta,
causados por situagdes de estresse, como culturas mal realizadas e uso excessivo de insumos
agricolas (fertilizantes e agroquimicos), a microbiota endofitica pode ser alterada levando a
uma invasdo por fitopatdogenos. Mesmo um microrganismo endofitico que nao produz danos
em uma determinada espécie ou variedade de planta, em condi¢des de desequilibrio, pode

assumir sua patogenicidade para o mesmo hospedeiro (DI FIORI e DEL GALLO, 1995).
1.2.1 Estudo da Atividade dos Fungos Endofiticos
Os endofiticos sdo encontrados em todas as divisdes dos fungos, presumindo-se que

evoluiram independentemente em muitas ocasides. Os endofitos mais comuns sd3o membros

anamorficos de Ascomycota, e freqiientemente sdo relacionados préximos aos fitopatdgenos,
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sendo sugerido que evoluiram a partir destes e vice-versa (REDLIN e CARRIS, 1996). Como
exemplo desta relacao pode-se citar o caso de plantas citricas como Citrus sinensis, na qual o
fungo endofitico Guignardia mangiferae (syn. G. endophyllicola) ¢ filogeneticamente
relacionado a G. citricarpa, o agente causal da mancha preta do citros (BAAYEN et al.,
2002). Em outro caso, a muta¢ao de um Unico gene transformou uma linhagem patogénica do
fungo Colletotrichum magna em uma linhagem endofitica, mostrando que a diferenga entre
estes dois grupos pode ser muito ténue (FREEMAN e RODRIGUEZ, 1993).

Em alguns casos, plantas conhecidas como toxicas sdo, na verdade, hospedeiras de
microrganismos produtores de alcaldides toxicos, sendo estes compostos responsaveis por
intoxicagdes em animais silvestres provocando anorexia, depressdo, uremia e lipomatoses
abdominais, como ja observado em cervideos (WOLFE et al., 1998). Embora estes fungos
confiram vantagens para a planta hospedeira, do ponto de vista econdmico, podem resultar em
sérios prejuizos para pecuaristas, pois podem ser responsaveis por casos de intoxica¢do em
ruminantes, afetando de forma negativa o desempenho ou até causando a morte destes
animais (PEIXOTO NETO et al., 2002).

Estes microrganismos sdo também capazes de proteger as plantas contra insetos-
pragas e contra patdgenos, aumentar o crescimento e enraizamento da planta hospedeira e
aumentar a sua resisténcia a estresses bidticos e abiodticos produzindo metabolitos especificos
(HALLMANN et al., 1997). Estas moléculas podem possuir atividade hormonal, antibiotica e
antitumoral, entre outras, e apresentam grande interesse industrial e biotecnoldgico, sendo por
esse motivo alvo de importantes pesquisas.

Webber (1981) foi provavelmente o primeiro pesquisador a relatar a prote¢do de uma
planta, a arvore de olmo (designacdo comum as arvores caducifolias do género Ulmus, da
familia das ulmaceas), por meio do fungo endofitico Phomopsis oblonga, contra o besouro
Physocnemum brevilineum, agente causal da doen¢a do olmo Alemado (que dizimou esta
espécie entre 1965 e 1980), devido o fungo Ophiostoma (Ceratocystis ulmi) por ele
transmitido. Isto foi confirmado quatro anos mais tarde, por Claydon et al. (1985), que
mostrou que aquele fungo endofitico pertencente a familia Xylariacea biossintetiza
metabolitos secundarios nos hospedeiros do género Fagus, e que estas substancias afetam as
larvas do besouro.

Outros trabalhos pioneiros da década de 80 também destacam a presenca de fungos
endofiticos que diminuiam a herbivoria no hospedeiro pela producdo de compostos que

reduzia a atratividade da planta (KOGA et al. 1997), aumento da susceptibilidade do inseto a
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doengas ou inibindo o seu desenvolvimento (BULTMAN e CONARD, 1998). Estes estudos

foram realizados principalmente em gramineas dos géneros Lolium e Festuca em associagao
com o fungo do género Acremonium, hoje classificado como Neotyphodium. Este endofitico
apresenta a caracteristica de diminuir a incidéncia de insetos de diferentes ordens como

afidios, coledpteros, hemipteros e lepidopteros (AZEVEDO et al., 2000).

Tabela 01. Exemplo de interagio entre fungos endofiticos e plantas anfitrids®

Tipo de Interacdo Referéncia

1 Controle de insetos

Endofitico: Beauveria bassiana .
Wagner e Lewis (2000)

Hospedeiro: Zea mays (milho)

Acgdo: Protecdo contra a broca do colmo

2 Protecdo contra herbivoros

Endofitico: Acremonium spp. White ¢ Cole (1985)
ite € Cole

Hospedeiro: Lolium spp. (gramineas) e outras

Agdo: Produgio de toxinas

3 Efeitos fisiologicos

Endofitico: Piriformospora indica
Varma et al. (1999)

Hospedeiro: Zea mays (milho)

Aga0: Promogao de crescimento

4 Producdo de farmaco

Endofitico: Taxomyces andreanae .
Stierle et al. (1993)

Composto: Anticancer (Taxol®)

Endofitico: Fusarium subglutinans
Lee et al. (1995)

Composto: Imunossupressivo Subglutinol

Os alcaloides produzidos por fungos endofiticos quando associados com seus
hospedeiros podem apresentar atividade inseticida e nematicida (DAHLMAN et al., 1991).
Em alguns casos o controle de pragas por fungos endofiticos ¢ indireto, pois o metabolito
produzido pelo fungo retarda o desenvolvimento da larva, e este aumento do tempo de
desenvolvimento leva o inseto a morte. Neste caso, a morte da larva ocorre, como observado
em arvores de carvalho, quando o inseto ¢ eliminado juntamente com as folhas velhas do
hospedeiro (ARAUJO et al., 2002).

E importante salientar também que fatores ambientais podem estar envolvidos, pois

foi verificado que em baixos niveis de nutrientes para a planta, o endofito Neotyphodium

? Tabela construida com as informagdes contidas em Azevedo et al. (2000) e Azevedo (1998).
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coenophialum torna o hospedeiro resistente a larvas de Spodoptera frugiperda. Entretanto,
quando o nivel de nutrientes ¢ elevado nao foi verificada significativa redugdo da herbivoria
(BULTMAN e CONARD, 1998).

Um aspecto interessante da relacdo endofito-planta-inseto fica por conta da
disseminagdo de sementes. Estudos mostraram que sementes infestadas de endofito podem ser
menos atrativas para formigas do deserto, sendo que, estas formigas s6 percebem a infestagao
apo6s terem coletado as sementes, as quais sdo descartadas pelo caminho. Este fato possibilita
a dispersdo das sementes com favorecimento para sua germinagdo longe da competi¢do com a
planta mae (ARAUJO et al. 2002).

De maneira geral, tem sido observado que fungos endofiticos podem apresentar um
efeito negativo sobre os nematdides patogénicos, contudo, os relatos de controles mais
efetivos estdo associados a utilizagdo das bactérias endofiticas combinadas a compostos como
a quitina, que aumenta a populagdo bacteriana com atividade negativa sobre os nematoides
patogénicos (ARAUIJO et al., 2002).

O primeiro trabalho relatando o estudo de bactérias endofiticas foi realizado por
Colombo (1978), no qual se observou a ocorréncia destas bactérias no talo de algas, entre
sifoes, e dentro dos filamentos cenociticos. Este autor sugeriu a ocorréncia de um equilibrio
fisiologico entre a bactéria e seu hospedeiro. Supondo ainda, que o fato dos endofiticos se
encontrarem proximos aos cloroplastos e nas zonas mais jovens dos talos, indicaria uma
ligacdo com a atividade fotossintética da alga e sua provavel dependéncia de oxigénio.

Outros trabalhos abordando a forma de ocorréncia das bactérias endofiticas,
empregando métodos e técnicas mais aperfeigoadas de estudo e andlise foram realizados,
como o de Jacobs et al. (1985), onde os autores enumeraram, localizaram e caracterizaram
bactérias endofiticas de raizes de beterraba agucareira utilizando técnicas imunoldgicas e
microscopia eletronica de varredura e, desta forma, verificaram um aumento na populacao de
bactérias nas regides centrais e periféricas da raiz. Os autores sugeriram que as regioes de
maior ocorréncia constituem uma rota de colonizagcdo das bactérias. Os mesmos autores
relataram ainda a ocorréncia de um grande nimero de diferentes espécies, dentre elas:
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Corynebacterium sp. e Erwinia herbicola. Este
trabalho, pioneiro na época, mais uma vez demonstrava a ocorréncia de bactérias ndo
patogénicas estabelecendo uma relacdo simbidtica intracelular em raiz de plantas de

beterraba.
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1.2.2 Metabolitos Secundarios e Endofiticos

A maioria dos microrganismos produtores de antibioticos ¢ comumente encontrada
no solo, sendo que, certos endofitos t€ém-se mostrado potentes produtores de antibidticos, dos
quais, muitos com propriedades de uso na agricultura e na medicina.

O paclitaxel, vendido sob o nome comercial de taxol®, um diterpendide produzido
pela planta Taxus brevifolia (Figura 8) e largamente utilizado no tratamento de cancer
mamario e de tutero, ¢ também produzido por um fungo endofitico, o Taxomyces andreamae
encontrado dentro de 7. brevifolia (STIERLE et al., 1993). Trabalhos posteriores também
mostraram que outro fungo endofitico, Pestalotiopsis microspora isolado da T. wallachiana
também produz taxol (STROBEL et al., 1996). Em 1998, Strobel e Long, observam que
diversos fungos endofiticos produzem comumente mais taxol® do que muitas plantas
superiores. Foi acrescentado também que a distribui¢do destes endofiticos produtores desta

substancia ndo estaria confinados a arvores da familia Taxaceae.

Figura 8. Foto da planta Taxus brevifolia e estrutura do Paclitaxel.

.

R pd

Fonte: http://www.chemgapedia.de/vsengine/vlu/vsc/de/ch/8/bc/vliu/drug_design/leitstruktur.viu/Page/
vsc/de/ch/8/bc/drug_design/leads_plant.vscml.html

Azevedo (1998) observa que alguns compostos de origem vegetal, também sdo
produzidos por fungos que habitam esses vegetais, indicando haver uma transposi¢do de
genes entre plantas e fungos em uma verdadeira engenharia genética in vivo.

Atividades antibioticas foram relatadas por Fisher et al. (1984), em 10 de um total de
24 isolados de fungos endofiticos obtidos de 5 espécies de Ericaceae, onde 5 apresentaram
atividades antifungicas e antibacterianas simultaneamente. Isolados de Comniothyrium sp.,
produziram uma ampla faixa de atividade antibidtica, que confirmam a hipotese de que os

endofiticos estariam aptos a competirem com os antagonistas (FISHER et al., 1984).


http://www.chemgapedia.de/vsengine/vlu/vsc/de/ch/8/bc/vlu/drug_design/leitstruktur.vlu/Page/%20vsc/de/ch/8/bc/drug_design/leads_plant.vscml.html
http://www.chemgapedia.de/vsengine/vlu/vsc/de/ch/8/bc/vlu/drug_design/leitstruktur.vlu/Page/%20vsc/de/ch/8/bc/drug_design/leads_plant.vscml.html
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Biis & Pollshook (1991) apesar de ndo darem destaque especial a qualquer fungo,
fizeram observagdes importantes ao afirmarem que esses microrganismos, em relacao as suas
aplicagdes biotecnoldgicas, poderiam ser encontrados ndo entre os endofiticos mais
freqilientes, mas entre os mais especializados, raros e restritos a certos hospedeiros.

Nao restam duvidas que os endofiticos possuem a capacidade em sua grande maioria
de produzirem antibioticos e outros metabolitos que podem ser usados para controle de
doencas. Acremonium caenophialum, um endofitico de gramineas, tém efeito inibitorio sobre
varios patdégenos (WHITE e COLE, 1985). Bactérias do género Erwinia ocorrem no interior
de plantas de soja e produzem metabdlitos que protegem a planta contra o ataque de
Pseudomonas syrigae pr. glycinea (VOLKSCH et al., 1992).

Actinomicetos, bactérias e fungos estdo entre os produtores mais conhecidos de
substancias que apresentam bioatividade. A maioria de antibidticos em uso ¢ produzida por
actinomicetos e em particular por membros do género Streptomyces. Entre os fungos, o
Penicillium e Cephalosporium spp. sdo os mais conhecidos. Bactérias dos géneros Bacillus e
Pseudomonas sao também estudados como produtoras de potentes antibidticos, como B.
colistinus, produtor da colistina; B. brevis (tirotricina); B. licheniniformis (gramicidinas); B.

polymycia (polimixina).

1.2.3 Colletotrichum gloeosporioides

O fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penzig) Penzig & Saccardo, ¢ um fungo
Mitospdrico, da ordem Melanconiales, familia Melanconiaceae que se encontra em sua fase
anamorfica (assexuada). A fase teleomorfica (fase sexuada) foi descrita como Glomerella
cingulata (Stonem.) Spaulding & von Schrenk, no filo Ascomycota, classe Ascomycetes
ordem Phyllachorales e familia Glomerellaceae (KIRK et al., 2001).

Os fungos do género Colletotrichum sao fitopatdgenos importantes nas regides
tropicais e subtropicais do mundo. Esses fungos sdo os causadores de uma diversidade de
doencas como antracnose, podridio de pedunculo e varicela (BAILEY e JEGER, 1992),
possuindo uma ampla gama de hospedeiros, infectando goiabeira, mangueira, mamoeiro,
cajueiro, jaqueira, certas aonaceas como pinha, birib4, cherimdia, condessa e frutiferas do
grupo das Spondias como cajazeira, cajarana, serigiiela, umbu e embugiicla (MENEZES,

2002; SANTOS FILHO e SANTOS, 2003). No Brasil, a perda pés-colheita de frutos tropicais
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devido a doencas ocasionadas por fitopatdogenos, situa-se na ordem de 30% dos produtos

comercializados (TAVARES, 2004).

Figura 9. Antracnose provocado por Colletotrichum gloeosporioides em mamoeiro:
a) antracnose em fruto; b) antracnose em folha.

Fonte: http://www.infonet-biovision.org/print/images/84/pests.

A antracnose causada por espécies de Colletotrichum ¢ a principal doenga de frutos
em pos-colheita, sendo considerada doencga de elevada importancia economica no Nordeste do
Brasil (SERRA e SILVA, 2004). O sintoma tipico da doenga ¢ caracterizado por lesdes
arredondadas, grandes, necréticas, com o centro dos tecidos deprimidos, onde sdo produzidas
massas de conidios de coloragdo alaranjada (BAILEY et al., 1992), podendo ocorrer uma
podridao-mole nos frutos, prejudicando a sua comercializagdo (LIMA FILHO et al., 2003)
(Figura 9). Esta fitopatogenidade ndo ¢ somente caracteristica dos frutos, atacando todos os
orgdos da parte aérea da planta, como ramos gavinhas, folhas e botdes florais (SANTOS
FILHO et al., 2004). Nestes, as lesdes sdo deprimidas, com podridao seca, causando um
enrugamento precoce da 4area afetada e servindo de entrada para outros fungos
oportunistas e coleobrocas (SANTOS FILHO et al., 2004).

As manchas foliares sdo circulares, bem delimitadas e deprimidas, inicialmente
escuras e circundadas por halo de coloragdo marrom. Com o progresso da lesdo, o centro
assume cor marrom clara ou esbranqui¢ada e o halo apresenta-se escuro (Figura 10).

O género Colletotrichum é um fungo descrito como fitopatégeno, porém apresenta-se
como endofitico em diferentes hospedeiros. ARAUJO et al. (2001) observaram maior
abundancia de Colletotrichum gloeosporioides, Guignardia citricarpa e Cladosporium sp.

entre os isolados endofiticos de folhas e porta-enxertos de Citrus.


http://www.infonet-biovision.org/print/images/84/pests
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Figura 10. Antracnose em Paphiopedilum insigne (Orquidaceae) com destaque para as
manchas foliares, lesdes circulares, bem delimitadas e deprimidas, com o progresso da
lesdo evidenciando manchas inicialmente escuras, circundadas por halo de coloragdo
marrom (a) que posteriormente se tornam de centro marrom claro ou branco e com halos
escuro (b).

Fonte: Revista de Fitopatologia brasileira. v.30, n.4, jul-ago 2005.

SANTAMARIA ¢ BAYMAN (2005) compararam comunidades de fungos epifiticos
e endofiticos associadas com folhas de café (Coffea arabica) em Porto Rico. Foram isolados
821 microrganismos agrupados em 131 morfoespécies. Pestalotia e Botryosphaeria foram os
géneros mais comuns entre os epifiticos, enquanto Colletotrichum, Xylaria e Guignardia
foram isolados com maior freqiiéncia entre os endofitos. Guignardia nao foi isolado como
epifitico, apenas como endofito. Os autores observaram que fragmentos de folha com
Colletotrichum s3o menos provaveis de conter Xylaria e Guignardia do que os sem
Colletotrichum, sugerindo a possibilidade de competicdo ou antagonismo entre os endofitos,
ou seja, Xylaria pode estar restringindo o crescimento de Colletotrichum, importante
patdgeno de muitas plantas.

Espécies de Colletotrichum sdo tradicionalmente diferenciadas com base em
caracteres morfoldgicos e culturais. Caracteristicas como morfologia de conidios, presenca de
setas e do teleomorfo, coloragdo de colonia, producao de pigmentos e taxa de crescimento tém
sido usadas para diferenciar espécies morfologicamente proéximas, como C. gloeosporioides e
C. acutatum J.H. Simmonds (SUTTON, 1992; FREEMAN et al., 1998). As dificuldades
encontradas na identificacdo das espécies de Colletotrichum estdo relacionadas a grande
diversidade fenotipica, influéncia de fatores ambientais na estabilidade dos caracteres
morfolégicos e culturais, existéncia de formas intermedidrias e falta de padronizacdo de
condi¢des culturais empregadas nos diferentes estudos (SUTTON, 1992; FREEMAN et al.,
1998; LOPEZ, 2001).

A diferenciacdo entre espécies com base no circulo de hospedeiros ou hospedeiro de

origem também ndo ¢ um critério confiavel para espécies como C. gloeosporioides e C.
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acutatum que infectam diferentes hospedeiras (FREEMAN et al., 1998; PERES et al. 2005).

E freqiiente a ocorréncia de mais de uma espécie de Colletotrichum associada a uma mesma
hospedeira e uma mesma espécie pode atacar multiplas hospedeiras (FREEMAN et al.,1998).
Colletotrichum gloeosporioides e C. acutatum causam, em geral, sintomas semelhantes como
as podriddes de frutos em pos-colheita (PERES et al, 2002). O morangueiro (Fragaria x
ananassa Duch.), por exemplo, pode ser infectado por C. fragariae Brooks, C. acutatum e C.
gloeosporioides (GUNNEL e GUBLER,1992). As trés espécies causam antracnose, mas a
podridao do pedunculo, inflorescéncias e frutos conhecida como “Flor Preta” ¢ atribuida a C.
acutatum.

Devido a grande importancia desse microrganismo, C. gloeosporioides, seja devido,
sua fitopatogenidade ou sua presengca como endofitico, existem varios estudos sobre seus
metabolitos.

Os primeiros compostos isolados que se tem relado foram aspergilomarasmim A e B,
que tinha sido isolado previamente em espécies de Aspergillus. (BALLIO et al., 1969;
BOUSQUET et al., 1971). A extragao com cloroférmio da solugdo aquosa, com a presenga de
conidios em grande densidade, permitiu a cristalizagdo de um metabolito puro, a
gloeosporona (MEYER et al, 1983). Também permitiu isolar e identificar a estrutura de um
macrociclico desconhecido, que teve a estrutura identificada por dados espectroscopicos e

raio X (Figura 11).

Figura 11. Primeiros compostos isolados em C. gloeosporioides.
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Fonte: Ballio et al., 1969; Bousquet et al., 1971; Meyer et al, 1983.

* Nome seguindo as regras da [IUPAC: (IR, 68,125)-1-hidroxi-6-pentil-5,15-dioxabiciclo[10.2.1]pentadecan-4,14-
dione.
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Tsurushima et al. (1995) isolaram, da mesma espécie, trés auto-inibidores de
germinagdo conidial: (E) e (£)-3-etilideno-1,3-dihidroindol-2-ones e o acido (2R)-(3-indolil)-
propionico. Entre dezesseis espécies de fungos que provocam antracnose testados, os
compostos isolados, anteriormente, foram detectados somente em C. gloeosporioides e C.

fragariae (Figura 12).

Figura 12. Auto-inibidores de germinacdo conidial isolados em C. gloeosporioides e C.

fragariae.
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Fonte: Tsurushima et al., 1995.

Micosporinas ¢ o nome genérico dado a uma série de compostos soliveis em agua
que absorvem UV onde os metabdlitos apresentam estruturas que contém uma cicloexenona
substituida ligada a um aminoacido ou a um aminodlcool correspondente. Estes compostos
sao envolvidos no processo de produgdo de conidios. Estes compostos apesar de terem sido
isolados em C. gloeosporioides, os compostos glutamina-micosporina e acido glutamico-
micosporina tiveram sua predominancia em: Pyronema omphalodes e Glomerella cingulata, e
alanina-micosporina que mostrou atividade fitotoxica foi isolada em maior quantidade de C.
graminicola (FAVRE-BONVIN, ARPIN e BREVARD, 1975; YOUNG e PETTERSON,
1982; BERNILLON et al., 1984; LEITE e NICHOLSON, 1992) (Figura 13).

Figura 13. Micosporinas isoladas em C. gloeosporioides.
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fonte: Favre-Bonvin, Arpin e Brevard, 1975; Young e Petterson, 1982; Bernillon et al., 1984; Leite e
Nicholson, 1992.
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Pesquisas indicaram que as fitotoxinas produzidas por muitos fitopatdgenos, como as
espécies de Colletotrichum, tem grande potencial de uso como bioherbicidas. Além do que
outros metabolitos com atividade fitotoxica foram relatados em C. gloeosporioides:
dicetopiperazinas, com atividade fitotdxica elevada (OHRA et al., 1995). ZOU et al. (2000)
isolaram o C. gloeosporioides como fungo endofitico de Artemisia mongolica, da familia
Asteraceae, que produziu uma substancia antimicrobiana chamada dacido coletétrico,
constatando atividade contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Sarcina lutea e
Pseudomonas sp., atividade antifungica contra Candida albicans e Aspergillus niger, ¢
inibi¢do de crescimento de fungos patogénicos como Gaeumannomyces graminis,

Rhizoctonia cerealis, Helminthosporium sativum e Phytophthora capisici (Figura 14).

Figura 14. Fitotoxinas isoladas em C. gloeosporioides.
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Fonte: Zou et al., 2000.

Lu et al. (2000) obtiveram compostos de uma espécie ndo identificada de
Colletotrichum 1isolado como endofitico de Artemisia annua. Estes compostos incluiam
3pB,5a-dihidroxi-6B-acetoxiergosta-7,22-dieno, 33,5a-dihidroxi-63-fenilacetiloxier-gosta-7,22-

dieno e acido 6-isopropenilindol-3-carboxilico (Figura 15).

Diferentes técnicas de isolamento e identificagdo de metabodlitos secundarios tem
sido estudadas e usadas na producdo de novos farmacos. Assim, o préximo sub-tdpico sera

discutido as rotas metabolicas.



Morilla, D. P. — Colletotrichum gloeosporioides como endofitico 44

Figura 15. Compostos isoladas de Colletotrichum como endofitico em Artemisia annua,
derivados respectivamente do ergosterol e acido 3-indolilacético.
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Fonte: Lu et al. (2000).

1.3 A BIOTECNOLOGIA E A METABOLOMICA

Os metabolitos estdo divididos em: primarios ou secundarios. Os primdarios estao
relacionados diretamente as rotas de sintese e degradacdo das macromoléculas em qualquer
ser vivo (DIXON, 2001). Os secunddrios sdo, em sua maioria, exclusivos em plantas e
fungos, produzidos em rotas especificas a partir dos metabolitos primarios (CHALLIS e
HOPWOOD, 2003; HALL, 2006) (Figura 16). Eles atuam sobre diferentes formas nos
organismos: deste estrutural, defesa contra herbivoros e/ou patdgenos, atrativos para
polinizadores e agentes em interacdes interespecificas, como a alelopatia (ENGEL et al, 2002;
CHALLIS e HOPWOOD, 2003).

Segundo Challis e Hopwood (2003), o estudo desses metabolitos visando a obtencao
de produtos efetivos contra diversas doencas e passiveis de comercializacdo ja € realizado
desde o inicio do século XX, sendo que, a id¢ia de analisar todo o conjunto de metabolitos em
qualquer nivel de complexidade (organismo, oOrgdo, tecido ou mesmo compartimentos
celulares) s6 comegou a ganhar destaque nos ultimos anos.

A metabolomica tem sido empregada em diversas dreas € com inumeros propositos,
todavia, em qualquer ambito existem dificuldades a ser superadas tanto na extracdo e
separacdo das amostras quanto na andlise dos resultados (WECKWERT e MORGENTHAL,
2005).
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Figura 16. Visdo simplificada das principais vias da biossintese de metabolitos
o . ~ . ., . 5
secundarios ¢ inter-relacdes com o metabolismo primario’ em plantas.
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Fonte: O Autor, adaptado de Taiz e Zeiger (2004), pag. 312.

Terpenos:

1.3.1 Os Metabdlitos

No citosol de qualquer célula encontram-se milhares de pequenas moléculas
dissolvidas conhecidas como metabdlitos primarios. Essas moléculas estdo envolvidas nas
principais rotas metabolicas que ocorrem nas células (DIXON, 2001).

Dentre os metabolitos primdarios encontram-se: os aminodcidos, nucleotideos,
lipideos, carboidratos e seus derivados fosforilados, além de um grande nimero de acidos
mono-, di- e tri-carboxilicos. Esses metabolitos sdo altamente polares ou carregados
eletricamente, soluveis em agua e presentes nas cé€lulas em concentragdes variadas (entre
milimolar e micromolar). Sua retencdo dentro das células deve-se ao fato da membrana
plasmatica ser impermedavel a eles, embora existam transportadores nas membranas celulares
que possibilitem a entrada e/ou saida desses compostos na célula, ou em compartimentos
subcelulares (células eucaridticas). A presenca bastante similar dos mesmos grupos de
metabolitos em qualquer célula viva demonstra a conservagdo evoluciondria dessas rotas
metabolicas (SMEDSGAARD e NIELSEN, 2005).

Destaca-se a ocorréncia de um grupo de pequenas biomoléculas que, ao contrario dos

metabolitos primadrios, sdo especificos de certos tipos de células ou organismos. Estas

> Adaptado de TAIZ, L. e ZEIGER, E. Fisiologia vegetal, 3° ed. Porto Alegre: Artmed, 2004, pag. 312
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moléculas comumente chamadas de metabdlitos secundérios (DIXON, 2001), que geralmente
ndo estdo envolvidas em fungdes vitais, ou seja, ndo fazem parte do metabolismo bésico e
possuem caracteristicas quimicas muito variadas e, as vezes, complexas (HALL, 2006).
Durante muito tempo acreditou-se que os metabdlitos secundarios fossem produzidos sem
uma fun¢do especifica, seriam produtos finais de reagdes, chegando a ser considerados até
como anomalias (MARASCHIN e VERPOORTE, 1999), porém, a visdo sobre essas
substancias mudou radicalmente e a cada dia descobre-se um pouco mais sobre a fungdo
destas substancias, sua utilidade para o desenvolvimento fisioldgico das plantas e seu papel
como mediadores das interagdes entre as plantas e outros organismos (NEWMAN et al.,
2003; ZHANG et al., 2003).

Os principais grupos de metabolitos secundarios sdo os alcaldides, terpenos, taninos,
flavonoides e glicosideos (HALL, 2006). (Figura 17). Os alcaldides sdo bases nitrogenadas
com grande variagdo na estrutura molecular. Nas plantas tem funcdo de regulagdo do
crescimento e de protecdo. Os terpenos sdo moléculas classificados de acordo com o numero
de atomos de carbono presentes na cadeia em: mono, sesqui, di e triterpenos. Os mono e
sesquiterpenos de estruturas ciclicas representam os 6leos essenciais, que por serem volateis
sdo responsaveis pelos odores dos vegetais, tendo a funcdo de polinizagdo e prote¢do nas
plantas. Os taninos sdo compostos fendlicos (polifenois) de estrutura variavel, apresentam
atividade adstringente, ou seja, se ligam a proteinas, e nos vegetais, tem func¢do de protegao.
Os flavondides sao heterosideos, ou seja, contém uma porgao de agucar (diferente da glicose)
ligada a uma por¢do ndo-glicidica (agliconio), que neste caso ¢ um pigmento. Esses
compostos possuem cores de acordo com o cromdforo presente na molécula, por exemplo, as
flavonas sdo amarelas e os flavonodides antocianicos sdo azuis, atuam na coloragdo dos orgaos
vegetais nas plantas e na diferenciagcdo celular. Por fim, os glicosideos sdo compostos que
conttm um acucar ligado a um agliconio, sendo esse a por¢do ativa da molécula. Por
exemplo: glicosideos alcoolicos (o agliconio € um alcool); glicosideos cianogénicos (liberam
acido cianidrico quando hidrolisados); glicosideos esterdides (o agliconio € um esteroide);
glicosideos antraquindnicos (o agliconico ¢ uma antraquinona). Nos vegetais, a fun¢do varia
de acordo com a porc¢ao nao-glicidica (MARASCHIN e VERPOORTE, 1999; ZHANG et al.,
2003).
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Figura 17. Representagdo de algumas estruturas de metabolitos secundarios.
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Fonte: Hall, 2006.

1.3.2 Compostos fenolicos

Compostos fenolicos pertencem a uma grande classe de compostos que inclui uma
grande diversidade de estruturas, simples e complexas, que possuem pelo menos um anel
aromatico no qual, ao menos, um hidrogénio ¢é substituido por uma hidroxila (SIMOES et al.,

2002).
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Os compostos fenolicos sdo classificados de acordo com seu esqueleto principal onde
C6 representa o anel benzénico e Cx a cadeia substituinte com o numero de atomos de

carbono correspondente, conforme descrito na tabela 02 segundo Simdes et al. (2002).

Tabela 02. Classificagdo dos compostos fenolicos de acordo com esqueleto basico

Esqueleto basico Classe de compostos fendlicos

C6 fenois simples, benzoquinonas
C6-Cl acidos fenolicos

C6-C2 acetofenonas e acidos fenilacéticos
C6-C3 fenilpropanoides (cumarinas, cromonas, fenilpropenos, etc)
Co6-C4 Naftoquinonas

C6-C1-Co6 Xantonas

C6-C2-C6 estilbenos e antraquinonas
C6-C3-C6 flavonoides e isoflavondides
(C6-C3), Lignanas

(C6-C3-C6), Diflavonéides

(C6), melaninas vegetais

(C6-C3), Ligninas

(C6-C1), taninos hidrolisaveis

(C6-C3-C0), taninos condensados

Devido ser um grupo quimicamente tdo heterogéneo, com aproximadamente 10.000
compostos, sendo alguns soluveis apenas em solventes organicos, outros por serem acidos ou
glicosideos sao soluveis em agua e, ha, ainda, aqueles que sdo grandes polimeros insoluveis,
estes compostos apresentam uma grande variedade de fun¢des nos vegetais € microrganismos,
onde, muitos agem como compostos de defesa contra herbivoros e patdgenos, outros tem
funcdo de suporte mecanico, atrativo de polinizadores ou dispersores de frutos, na protecao
contra a radiacdo ultravioleta ou reduzindo o crescimento de plantas competidoras
(alelopatia).

Por apresentar tdo grande variedade estrutural entre os compostos fenolicos, sua
biossintese segue duas rotas, pela via do acido chiquimico a partir de carboidratos, ou pela via
do 4cido maldnico a partir da acetil-coezima A, como mostrado no esquema a seguir (Figura

18) adaptado de Taiz e Zeiger (2004).
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Figura 18. Rotas metabolicas para os compostos fenolicos.
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Fonte: O autor, adaptado de Taiz e Zeiger (2004), pag. 332.

A origem biossintética determina o padrdo de substituicdo dos compostos fenoélicos,
sendo que, para a rota do acido chiquimico resulta hidroxila em posi¢ao orfo formado a partir
do 4cido cinamico, enquanto, a rota do acido maldnico origina compostos com grupos
hidroxilas dispostos em meta.

Como destaque tem-se que a biossintese dos compostos fenolicos caracteriza-se por
apresentar rotas alternativas para producdo de um mesmo composto e a possibilidade de
acoplamentos oxidativos que originam ligagdes C-C ou C-O intermoleculares com formagao
de polimeros, como lignanas e neo-lignanas (DEWICK, 1998).

A maioria dos fenois e derivado, em parte, da fenilalanina, um produto da rota do
acido chiquimico (Figura 18), € o precursor da grande maioria dos compostos fenolicos como:

fenilpropanoides, cumarinas, derivados do acido benzodico, lignina, antocianinas, taninos
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condensados e flavondides. A figura 19 traz a representacdo de alguns desses compostos a

partir da fenilalanina.

Figura 19. Esquema de alguns compostos fendlicos obtidos a partir da fenilalanina.’
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6 Adaptado de TAIZ, L. e ZEIGER, E., Fisiologia vegetal, 3° ed. Porto Alegre: Artmed, 2004, p. 318



Morilla, D. P. — Colletotrichum gloeosporioides como endofitico 51

A maior parte dos compostos fendlicos ndo € encontrada livremente na natureza, mas
sob a forma de ésteres ou de heterosideos. A hidroxila fenolica contribui para a reatividade
destas moléculas e as caracteristicas acidas associadas as mesmas, permitindo que seja
isolados através da solubilidade em solugdes fracamente basicas. Outra caracteristica dos
compostos fenolicos e a formacao de ligacao de hidrogénio, que podem ser intramolecular ou
intermolecular. Essa Gltima importante na ligacdo com proteinas, que podem ser utilizadas na
detecg¢do de taninos por precipitacdo. Os compostos fendlicos formam com metais, quelatos
metalicos, importantes nos sistemas bioldgicos e na quantificagdo por absorbancia na regiao
do ultravioleta (UV) (SIMOES et al., 2002).

Muitos compostos fendlicos presentes em vegetais fazem com que ocorra alelopatia
entre espécies vegetais adjacentes. Exemplos sdo o acido caféico e o acido fertlico (Figura
19) que sao fenilpropandides simples que demonstraram inibir a germinagao e crescimento de
plantas em laboratério (INDERIJIT et al., 1995). A alelopatia tem despertado interesse devido
a possiveis aplicagdes potenciais na agricultura, como diminui¢do de plantas invasoras. Outra
perspectiva interessante ¢ o desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas para
serem alelopaticas as plantas invasoras.

Outros compostos fendlicos simples apresentam diferentes fungdes, como o
psoraleno (furanocumarina) que apresenta efeito fitotoxico em insetos herbivoros, e o acido
salicilico (derivado do 4cido benzoico), regulador de crescimento vegetal que esta envolvido
na resisténcia sistémica a patogenos vegetais (Figura 19).

Dos compostos derivados da fenilalanina destaca-se as ligninas que sdo substancias
que se depositam na parede das células vegetais, conferindo a estas notavel rigidez. As
ligninas apresentam esqueleto fenilpropanico (C6-C3),, onde n possibilita formar diferentes
lignoides, designagdo genérica para ligninas. Com base em fitoquimica comparada, Gottlieb
(op. cit. SIMOES, 2002) mostrou que os ligndides sdo indicadores do processo evolutivo em
angiospermas e desempenham um papel importante na adaptagdo ecoldgica. Existem
evidéncias que esse grupo de substancias esteja envolvido em interacdes de plantas com
fungos, insetos ou com outras plantas. Como exemplo, podemos citar a formagao de lignina
em folhas de Coffea arabica L., em resposta a inoculacao do fungo Hemileia vastatrix, que

provoca a ferrugem-do-café.
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Os flavonoides constituem a maior classe de fendlicos vegetais. O esqueleto de
carbono dos flavondides contém 15 carbonos organizados em dois anéis aromaticos, ligados
por uma cadeia de trés carbonos (Figura 20).

Os flavonoides sdo classificados em grupos diferentes em fungdo do grau de
oxidacdo, como se pode ver na figura 19 que apresenta algumas classes de flavonoéides.

A grande abundancia e diversidade dos flavonoides sugere que sejam importantes
para as plantas superiores. As flavonas e flavonois encontrados geralmente em flores atuam
como atrativos para insetos que enxergam na faixa do ultravioleta promovendo a polinizagao.
Existem estudos que evidenciam que estas duas classes de flavonoides atuam:

¢ no solo como mediadores de interacdo das plantas com os microrganismos
simbiontes fixadores de nitrogénio;

e na planta como inibidores do transporte de auxina (ITA) agindo como
reguladores enddgenos do transporte polar da auxina por competirem com o

acido N-1-naftilftdmico (NPA) por seu sitio de liga¢ao nas membranas’.

Figura 20. Estrutura do nucleo fundamental dos flavonoides.
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Fonte: O autor.

As isoflavonas apresentam atividades biologicas diversas como potente agdo
inseticida, atividade antiestrogénica e possivel efeito anticancerigeno encontrado em
alimentos a base de soja. Nos ultimos anos, as isoflavonas tém se tornado conhecidas por sua
acdo como antimicrobianos sintetizados em resposta a infec¢des por fungos ou bactérias,
limitando a propagac¢do do patdgeno invasor.

Em seguida apresentaremos sobre a caracterizacdo taxonOmica e as técnicas
moleculares utilizando a regido ribossomica do DNA empregado para a identificagdo de

microrganismos ou descobrir possiveis variagdes entre espécies.

7 Os flavonoides agliconas estdo tipicamente localizados na membrana plasmatica das extremidades basais das
células, onde o transportadores de efluxo estdo concentrados (PEER et al., 2001).
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1.4 CARACTERIZACAO DE MICRORGANISMOS ENDOFITICOS

A identificacdo completa dos fungos endofiticos ndo ¢ facil, devido a caréncia de
especialistas em taxonomia das diferentes espécies € de conhecimento sobre seu micro
habitat, podendo haver, entre eles muitas espécies inéditas, uma vez que a taxonomia baseia-
se em caracteristicas macro e micromorfologicas, além de quimicos, bioquimicos e
fisiologicos. A identificagdo e classificagdo dos microrganismos tem sido realizada pela
analise de suas estruturas reprodutivas aplicadas as chaves de identificacio (LOGUERCIO-
LEITE, 2004).

Para a identificacdo dos fungos, talvez tenha-se as condi¢des mais dificeis, uma vez
que apresentam uma grande variedade fenotipica de fatores ambientais, tornando, muitas
vezes complexa a distingdo de espécies proximas e de linhagens intra-especificas
(FIGUEIREDO et al., 2003), como também, as formas sexuadas (teleomorficas) e assexuadas
(anamorficas) de uma mesma espécie sao classificadas como distintas apresentando
capacidades diferentes de troca do material genético (CARLILE et al., 2001).

Outro fator que implica na determinagao taxondmica sdo as condi¢des de reproducgdo
in vitro onde pode nao ocorrer a esporulacao espontanea, sendo necessario induzir por meio
de favoraveis condigdes ambientais (luminosidade, temperatura, umidade relativa, entre
outros) e nutricionais (meios naturais, sintéticos ou especificos) (NOZAKI et al., 2004).

Com o advento da biologia molecular, técnicas baseadas na analise do DNA
permitem a detec¢do de polimorfismo utilizando marcadores moleculares a fim de melhorar a
identificacdo e classificagdo desses microrganismos (FIGUEIREDO et al., 2003). Duas
regides gendomicas tém sido utilizadas para caracterizagdo entre espécies: 0 DNA ribossomico
(rDNA) e o DNA mitocondrial (mtDNA). O rDNA ¢ a regido génica mais estudada por ser
altamente conservada (JONES; PHILLIPS; ARMSTRONG, 1997; POWERS, 2004),
permitindo solucionar problemas taxondmicos quanto ao género e espécie (BAYER et al.,
1996). Esta regido consiste de trés genes ribossomais, 18S, 5.8S e 28S (26S), que contém duas
regides espacadoras (ITS-1 e ITS-2) entre eles, separadas pelo gene 5.8S (HILLIS; DIXON, 1991;
DORRIS, DE LEY e BLAXTER, 1999) (Figura 21).
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Figura 21. Representagdo esquematica do DNA ribossdmico, evidenciando os trés genes
ribossdmicos, 18S, 5.8S e 28S (26S) ¢ as regides espagadoras, ITS-1 ¢ ITS-2.

18S ITS-1 5.85

288

Fonte: Hillis; Dixon, 1991; Dorris, De Ley ¢ Blaxter, 1999.

Analises comparativas dos diferentes genes do rDNA tém sido utilizadas para a
construcao de arvores filogenéticas e para determinacao das relagdes evoluciondrias entre e dentro
de espécies de plantas (LASHERMES et al., 1997; MARSHALL et al., 2001), répteis (HEDGES;
POLING, 1999), bactérias (SNAIDR et al., 1999), fungos (COOK; DUNCAN, 1997), insetos
(MALLOCH; FENTON; GOODRICH, 2001), platelmintos (LITTLEWOOD et al., 1999) e
nematoides (POWERS et al., 1997; BLAXTER et al., 1998; BELLOCQ et al., 2001; DE LEY;
BLAXTER, 2002; OLIVEIRA et al., 2004).

Antigamente, utilizava-se o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism —
“polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricao”) para estudo do genoma total. Esta
técnica era pouco exequivel e perigosa, devido ao emprego de substancias toxicas. Hoje, através
do desenvolvimento de métodos que levem em conta caracteres menos variaveis, existe a
possibilidade de empregar o RFLP juntamente com a PCR (Polymerase Chain Reaction —
“reagdo em cadeia de polimerase”) ou empregar outras técnicas como: PCR-RAPD (Random
Amplified Polymorfic DNA — “polimorfismo de DNA amplificacdo ao acaso”), PCR nested,
PCR multiplex, PCR em tempo real e PCR-TR (Transcripase Reversa). Todas as técnicas
mencionadas tém a vantagem de utilizar-se de material genético minimo, e possibilitar
concentrar-se numa determinada regido do DNA (OLIVEIRA et al., 2004).

Existem varios protocolos que permitem a extragdo de DNA, alguns mais laboriosos
e outros mais simplificados. Para fins de PCR (Polymerase Chain Reaction) ¢ possivel utilizar
métodos rapidos e simplificados, uma vez que essa técnica requer quantidades minimas de
DNA e este ndo precisa apresentar alto grau de pureza, podendo ser extraido a partir de
amostras de ambientes complexos, tais como solos, rios e agudes, alimentos e amostras
clinicas. Para a detec¢do de um dado fungo em qualquer tipo de amostra é necessario se ter
primers que propiciem a amplificagdo de um gene ou segmento especifico daquela espécie ou
daquela fungdo que se deseja identificar. Assim, o desenvolvimento de procedimentos de
diagnodstico baseados em PCR requer o conhecimento de sequéncias de nucleotideos de pelo

menos parte da regido alvo a fim de que primers especificos possam ser desenhados. Neste
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sentido, algumas regides tais como aquelas que codificam para RNA ribossémico tém sido
bastante uteis (FUNGARO, 2000).

As sequéncias de nucleotideos das regides ITS tém sido analisadas por RFLP para o
estudo das estruturas populacionais e para fins de diagnoéstico (VRAIN et al., 1992;
ZIJILSTRA et al.,, 1995; POWERS et al., 1997, FLEMING et al., 1998; HOYER;
BURGERMEISTER; BRAASCH, 1998; IWAHORI et al., 1998; KNOETZE; BURGER;
MEYER, 2000; WAYENBERGE et al., 2000; NGUYEN; MARUNIAK; ADAMS, 2001).
Além disso, as regides ITS podem ser uteis no desenvolvimento de primers especificos
(UEHARA et al., 1998; WANG et al., 2003; HUBSCHEN et al., 2004 a,b; OLIVEIRA et al.,
2005) e para estudar as relacdes filogenéticas entre espécies (BECKENBACH; BLAXTER;
WEBSTER, 1999; SUBBOTIN et al., 2001; KANZAKI; FUTAI 2002; SABO et al., 2002).
Levantamento realizado por Alvarez e Wendel (2003) revelou que um terco (34%) das
analises filogenéticas publicadas nos ultimos cinco anos foram baseadas exclusivamente em

sequéncias da regido ITS.

Figura 22. Organizagdo dos genes do rRNA dentro do genoma. Organizagdo tipica dos genes

nucleares do rRNA dos organismos eucariontes. SSU, subunidade pequena; LSU, subunidade
8

grande.
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A regido 18S ¢ a mais conservada e por isso ¢ utilizada apenas para comparagao de
organismos distantemente relacionados. A por¢do 28S ¢ mais variavel e, portanto, ¢
apropriada para a compara¢do de diferentes géneros ou, em alguns casos, de diferentes

espécies. As regides ITS evoluem rapidamente e, entdo, sdo apropriadas para discriminar

¥ Adaptado de Insect Molecular Biology. vol. 15, n. 5, 2006, p. 657-686.
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espécies relacionadas ou até mesmo variedades de uma mesma espécie. O fato das regides
ITS serem flanqueadas por segmentos conservados, serem relativamente curtas (500 a 800pb)
e aparecerem em grande numero de copias no genoma permite que sejam amplificadas e
sequenciadas com facilidade. Como consequéncia disso, ¢ grande o nimero de sequéncias
ITS de diferentes fungos que estdo atualmente disponiveis nos bancos de dados de sequéncias
de nucleotideos. A PCR realizada com primers que sao suficientemente homologos para
permitir a amplificagdo dos organismos alvos, mas que por outro lado ndo pareiam com
organismos ndo alvos, permitird a detec¢do especifica do que se deseja. As sequéncias de
DNA que s3o polimorficas, ou seja, frequentemente varidveis, entre espécies fungicas, tais
como as sequéncias ITS, sdo boas candidatas para a detec¢do de uma espécie e exclusdao de
todas as demais. Por exemplo, diferencas na regido ITS tém sido usadas para desenvolver
testes, baseados em PCR, para o diagnostico de fungos causadores de micose na espécie
humana, produtores de toxinas em amostras de alimentos, bem como patégenos de plantas,
sem o prévio isolamento do fungo (FUNGARO, 2000).

Entretanto, a regido ITS acumula mutacdes, insercdes e delecdes ao longo do
processo evolutivo da espécie, gerando variabilidade genética, que pode interferir na
eficiéncia de métodos. Além disso, pelo fato dessa variagdo poder resultar em alelos
funcionais divergentes, alelos ndo funcionais e pseudogenes (RAZAFIMANDIMBISON;
KELLOGG; BREMER, 2004), os resultados obtidos podem ser falsos e levar a conclusdes
duvidosas.

Copias do rDNA podem se transformar em pseudogenes quando um locus
ribossomico torna-se inativo ou quando uma copia solitaria do rDNA ¢ deslocada para outra
regido genomica (BUCKLER; IPOLLITO; HOLTSFORD, 1997). Apesar das evidéncias de
ocorréncia de pseudogenes em plantas e animais, o polimorfismo da regido ITS ndo ¢
estudado; este tem sido detectado e investigado somente quando a amplificagdo do DNA
produz mais que uma banda ou quando o sequenciamento direto do produto de PCR de
bandas aparentemente  uniformes resulta em  mistura  de sequéncias
(RAZAFIMANDIMBISON; KELLOGG; BREMER, 2004). Esses pseudogenes sdo excluidos
a priori de andlises filogenéticas (YANG et al., 1999), devido ao fato de produzirem os
chamados “long-branch”, descaracterizando os resultados (FELSENSTEIN, 1978). No
entanto, geralmente, essas falhas sdo corrigidas durante o processo de homogeneizacdo do
rDNA, permitindo que as sequéncias de nucleotideos seja preservada entre individuos da

mesma espécie e até entre espécies, a despeito do processo evolucionario (DOVER, 1982).
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Uma estratégia importante que tem sido realizada para aumentar o poder de detec¢do
de certos microrganismos em amostras de alimentos, animais ou plantas ¢ o uso da NESTED-
PCR. Esta técnica, que ¢ uma PCR em duas etapas, ¢ util quando impurezas que inibem a
amplificagdo do DNA estdo presentes nas amostras ou quando a quantidade de DNA do
agente que se deseja detectar ¢ muito pequena. A estratégia para diminuir problemas
relacionados a impurezas ¢ diluir, consideravelmente, a amostra que contém o DNA molde e
consequentemente as impurezas que inibem a 7ag polimerase. Em consequéncia do baixo
numero frequéncia na amostra em investigacao. Este tipo de PCR em duas etapas chega a ser
1.000 vezes mais sensivel que a PCR tnica.

Os primers mais utilizados em estudos para o amplificacdo do fragmento do DNA
que contém as regides ITS’s e 5.8S sdo o ITS1 e ITS4 usados na sequéncia do codigo do
rDNA. Primer ITS4 (5S’TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) anela-se perto do comeco da
regido 28S do rDNA, quando o primer ITS1 (5TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) anela-se
no fim da regido 18S do rDNA, assim abrangendo a regido de interesse durante a reagdo do
amplificacdo. Abaixo se tem os primers normalmente usados para a regido ITS e o mapa de

polimerizacao destes na regido estudada (Figura 23).

Tabela 03. Primers usados para amplificar a regido do espaco de transcriptagdo interna (ITS) por
PCR, incluindo o gene 5.8S.

Primer Seqiiéncia de Bases Posicao Patentes
ITS1 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 1773-1791 (18S) White et al., 1990
ITS1-F CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A 1735-1756 (18S) Gardes & Bruns, 1993
ITS2 GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC 53-34 White et al., 1990
ITS3 GCATCG ATG AAG AAC GCA GC 34-53 White et al., 1990
ITS4 TCCTCC GCT TAT TGA TAT GC 57-38 (25S) White et al., 1990
ITS4-B CAG GAG ACT TGT ACA CGG TCC AG 194-172 (255) Gardes & Bruns, 1993
ITS5 GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G 1749-1770 (18S) White et al., 1990

5.8 CGCTGC GTT CTT CAT CG 54-38 Vilgalys lab

5.8SR TCG ATG AAG AAC GCA GCG 37-54 Vilgalys lab

Para identifica¢do por PCR, os primers ITS1 e ITS4 sdao os mais usados por abranger

toda a regido de dominio conservado (ITS 1 e 2) e o gene 5.8S.
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Figura 23. Mapa da regido de acoplamento dos primers para estudo do espaco de transcriptagdo
interna (ITS).

r~ITS1-F 5.8SR
TS5 ITS3
ITS2 ITS4 LR15
0.1 kb 5.88S

ITS4-B
Fonte: O autor.

Atualmente, mesmo identificando morfologicamente a espécie estuda, se faz uso de
técnicas de sequenciamento para cobrir possiveis variagdes genéticas ndo perceptiveis no
estudo morfologico ou evidenciar novas espécies.

Nos préximos capitulos apresentaremos a parte metodologica do trabalho seguido dos

resultados e discussoes.



2 METODOLOGIA
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2 METODOLOGIA

2.1 ESTERILIZACAO
2.1.1 Frascos e utensilios

a) Os frascos e demais utensilios foram devidamente limpos e esterilizados em
autoclave a uma pressio de 1KgF cm™ (121°C) durante 15-20 min. Da mesma
forma, os meios de cultura foram autoclavados.

b) Frascos, utensilios e meios de culturas, antes de serem manuseados para execucoes
posteriores de trabalhos, foram transferidos para a capela de fluxo laminar,
devidamente limpa com hipoclorito de sodio e alcool 70% (v/v, 750 mL L), e o

conjunto foi exposto sob radiagao UV durante 15 min.

2.1.2 Meios de Cultura

2.1.2.1 Meios de cultura para isolamento e manutenc¢ao de endofiticos
2.1.2.1.1 Meio Agar-Agua (AA) (KELMAN et al., 1967)
Meio usado para isolar e induzir esporulacdo em fungos endofitico isolados.
2.1.2.1.2 Meio Batata-Dextrose-Agar (BDA) (RIKER e RIKER, 1936)

Meio usado para inocular sementes com intuito de desenvolvimento de plantula
e no isolamento, purificagao e manutencao dos endofiticos isolados.

2.1.2.1.3 Meio liquido Batata-Dextrose (BD)

Meio usado para inocular os endofiticos apds serem purificados para aumento
de biomassa em frascos de erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL do meio.

2.1.2.1.4 Meio Leite-Trigo-Mel-Agar (Lactrimel) (KAMINSKI, 1985)
Meio usado para induzir a esporulacdo de fungos endofiticos.
2.1.2.1.5 Meio Sabouraud-Dextrose-Agar (SAB) (TUITE, 1969)

Meio usado para inocular sementes com intuito de desenvolvimento de plantula
e no isolamento, purificagao e manutencao dos endofiticos isolados.

2.1.2.1.6 Meio de Folhas (MF)

Meio usado para induzir a esporulagdao dos fungos endofiticos simulando uma
condicdo de seu habitat ao usar solucdo obtida pela trituracdo da folha da
planta de onde foi isolado o microrganismo.
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Ver o preparo dos meios no apéndice A.

2.1.2.2 Meios de cultura para tecidos vegetais

Os meios de cultura utilizados foram MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e B-5
(GAMBORG, MILLER e OJIMA, 1968) de marcas comerciais, sendo necessario somente sua
dissolugdo em 1 L de 4gua destilada para preparo da solugio estoque (10 mg L), sendo
autoclavado (121°C/20 min.) e armazenado na geladeira em potes plasticos de 50 mL
devidamente esterilizados, contendo cerca de 25 mL do meio cada.

As concentragdes de sacarose, agar-agar e reguladores de crescimento em cada um

dos meios dependeram da natureza dos experimentos a serem executados. Assim:

e Meio semissolido sem reguladores de crescimento foi utilizado para germinagado
das sementes e crescimento de plantulas in vitro.

e Meio semissélido com reguladores de crescimento foi utilizado para a
manuten¢do de calos, organogénese (diferenciacdo), desdiferenciacdo ou indugdo
ao acimulo dos metabdlitos secundarios.

e Meio liquido com reguladores de crescimento foi usado para indugdo do

crescimento de raizes.
Ver o preparo dos meios semi-sélidos no apéndice A.

2.1.2.3 Meios de cultura para teste antimicrobiano
O meio liquido usado foi a infusdo de cérebro-coragdo (Brain-Heart Infusion - BHI)
vendido comercialmente tendo uso nos laboratorios de patologias clinicas. O meio

semissolido é obtido pela adigdo de Agar (Brain-Heart-Agar — BHA).

Ver o preparo do meio no apéndice A.

2.2 MATERIAL VEGETAL E ISOLAMENTO DE ENDOFITICOS

O material vegetal usado para desenvolver o trabalho, como raizes, folhas, caule e
sementes, foram coletadas de plantas adultas com cerca de 45-60 cm de altura que
encontravam-se em desenvolvimento na regido do Tabuleiro dos Martins — Macei6-AL, no
periodo de dezembro de 2004, evitando as que apresentavam manchas ou qualquer tipo de

lesdo, sejam causadas por patogenos, insetos ou mesmo danos mecanicos. A parte area
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coletada da planta ndo estava em contato com solo para evitar possivel contaminagdo com
epifitos do solo, tendo sito todo o material separado e guardado em sacos plasticos, a fim de
reduzir a contaminagao externa.

A planta encontra-se catalogada no livro Flora brasiliensis que foi produzida entre
1840 e 1906 pelos editores Carl Friedrich Philipp von Martius, August Wilhelm Eichler e
Ignatz Urban, com a participagdo de 65 especialistas de varios paises. Contém tratamentos
taxonomicos de 22.767 espécies, a maioria de angiospermas brasileiras, reunidos em 15
volumes, divididos em 40 partes, com um total de 10.367 paginas. A descrigao taxondmica da
planta esta no Vol. XIV, Part II, Fasc. 58 Prancha 81 Publicado em 01-Mai-1872, com
detalhes quanto a: Familia: Nyctagineae, Tribo: Mirabileae Choisy, Género: Mirabilis L.,
espécie: Mirabilis jalapa L (Figura 24).

A planta foi levada para identificacio no herbario MAC do Instituto do Meio
Ambiente do Estado de Alagoas tendo sido confirmada a espécie em estudo e registrada sob

MAC 39969, como consta em anexo A.

2.2.1 Desinfestacio ou Desinfeccio Superficial de Orgios Vegetais

Todo material vegetal, como: caule, folhas e sementes; foram lavados em agua
corrente com detergente neutro, em seguida foram imersas em solu¢do aquosa de etanol 70%
por 30 seg. para quebra da tensdo superficial existente sob o tecido vegetal. Decorrido o
tempo, foram postas em uma solugdo de dgua destilada e hipoclorito de s6dio a 10% por 20
min. Apds desinfec¢do, colocou-se o material vegetal em camara de fluxo laminar
previamente esterilizada, onde foram novamente lavados com 4gua destilada autoclavada e
semeados nos meios de cultura semi-solidos: para obtengdo de endofiticos - AA (Agar-agua),
SAB (Sabouraud-Dextrose-Agar) e BDA (Batata-Dextrose-Agar); para obtengdo de tecidos
vegetais - meio basico MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e meio B5 (GAMBORG,
MILLER e OJIMA, 1968) suplementados respectivamente com sacarose 3 e 2%, ¢ o pH ter
sido ajustado para 5,6. Os frascos devidamente tampados foram vedados com filme de PVC
para evitar contaminagdo ou perda de agua, sendo datados e transferidos para estantes de
crescimento.

O controle de eficiéncia de esterilizacao superficial dos tecidos vegetais foi realizado
pela inoculacdo da ultima dgua de lavagem em placas de Petri com os meios de culturas AA,

SAB e BDA.
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Figura 24. Prancha 81 do livro Flora brasiliensis destacando a planta em estudo,
Mirabilis jalapa.

MITARILIS Jalapa.

Fonte: Flora brasiliensis, Vol. XIV, Part. II, Fasc. 58, Prancha 81.
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2.2.2 Isolamento e purificacao de endofiticos

Os endofiticos que foram isolados a partir dos tecidos vegetais ou semente de
Mirabilis jalapa foram transferidos para placas com meio BDA e/ou SAB consecutivamente
até obter uma cultura homogénea de apenas um dos isolados.

A freqiiéncia de colonizacio (FC%) foi calculada como o niimero de isolados obtidos

(Ni) pelo nimero total de fragmentos (Nf) (Aratjo et al. 2002a).

FC i
%=N—f><100

A manutenc¢do das culturas se fez regularmente de 10 em 10 dias com transferéncia
para outras placas com os meios de cultura semi-sélidos: BDA, SAB, MF; e meio liquido BD,

para acimulo de biomassa.

2.2.3 Cultura de tecido vegetal

A partir dos tecidos das plantulas, caules e folhas, ap6s terem seus tecidos cortados
transversalmente para aumentar a area de contato com o meio, foram semeados em meios
semi-solidos MS e B5 suplementados com reguladores de crescimento: 2,4D (1 mg L) e
cinetina (0,2 mg L) tendo sido mantidos sob iluminagio constante a temperatura ambiente
(25 +3°C).

Os calos primarios obtidos foram separados, com auxilio de pinga esterilizada em
camara de fluxo laminar estéril, dos tecidos remanescentes (folhas e caules) para os
respectivos meios, MS e BS suplementados com reguladores de crescimento. A cada 20 dias
as culturas de calos foram transferidas para os meios citados acima, MS e B5 suplementados
para manutengao.

As raizes foram inoculadas em meio MS + IBA (1 mg L) tendo sido mantidas sob

agitacdo de 100 rpm em frascos de erlenmeyer sob iluminacao e sem iluminacgao.

2.3 IDENTIFICACAO DE ENDOFITICO

Foram preparadas ldminas com o isolado cultivado em meio sélido por sete dias em
condigdo estéril e fixadas com lactofenol e outras com azul de metileno. Foi utilizada andlise

morfologica microscopica (aumento de 100x e 400x, em microscOpio Optico) para sua



Morilla, D. P. Colletotrichum gloeosporioides como endofitico 65

identificagdo. A estrutura morfoldgica macroscopica, o crescimento e comportamento dos
isolados em meios de cultura BDA, Lactrimel, Folha e BD, foram utilizados para a
caracterizagao.

Devido a dificuldade de esporulagdo dos endofiticos, a técnica de microcultivo ou
microcultura foi realizado adaptando-o a partir de Sutton (1980) utilizando-se placas de Petri
com laminas e laminulas em seu interior sobre um canudo com formato de um triangulo
equilatero e um papel filtro no fundo, sendo estes esterilizados em autoclave (121°C/20 min.).
Na camara de fluxo foram retirados cubos de BDA com 1 cm’ e colocados sobre a lamina, um
fragmento do fungo foi inoculado nas bordas do cubo com um leve contato, colocou-se a
laminula sobre o cubo de BDA e 400 pL de 4gua destilada estéril foi depositada sobre o papel
filtro para manter a umidade e as placas foram fechadas com papel filme. Foram feitas 10
placas de microcultivo observando a partir do segundo dia as laminulas em microscopio
optico (aumento de 100x e 400x) até um total de 15 dias.

As dimensdes de partes caracteristicas do fungo (conidios, hifas, apressorios, e
outros) constituem elementos fundamentais na identificagcdo das espécies, tendo sido realizado
a Micrometria, técnica que permite a determinagdo dos objetos ao microscopio, onde as
medicdes ocorreram apos aferimento do micrometro ocular através da lamina micrométrica.
Como os conidios apresentaram aspecto uniforme, foram medidos 50 conidios principais da
lamina de microcultivo com 7 dias em aumento de 400x. Os comprimentos e alturas foram

multiplicados pelo fator de corre¢do 1,666; e foi calculada sua média aritmética.

2.4 CURVA DE CRESCIMENTO

2.4.1 Crescimento micelial

Em placas de Petri com 10 cm de didmetro foi colocado ao centro discos de BDA (0
5 mm, com aproximadamente 0,03 g) contendo micélios do endofitico tendo sido medida sua
taxa de crescimento por meio de paquimetro a cada 24 horas até um total de 7 dias. Para isto

foi utilizado triplicadas tendo sido feito a média de crescimento micelial.

2.4.2 Acamulo de biomassa

Para 100 mL de meio BD em Erlenmeyer de 250 mL, o inoculo (@ 5 mm, com

aproximadamente 0,03 g) do isolado foi transferido ao meio ¢ os frascos mantidos a 25 + 3°C
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no escuro, durante 30 dias para acimulo de biomassa, sendo inoculados em torno de 50
Erlenmeyer a cada més.

Por meio da massa seca obtido nas culturas em meio liquido BD, possibilitou-se a
elaboragdo da curva de crescimento com o uso de 21 meios de frascos de Erlenmeyer de 250
mL, utilizando 3 repeti¢des para analise do crescimento de 10 em 10 dias ate completar um
total de 70 dias. A cultura foi filtrada em camada dupla de tecido de algodao apds a aplicagao
de etanol 70% e repouso de 30 min., o micélio retido foi seco em estufa a 60 °C.

Em frascos, com meio BD, foram adicionados 10 uL de solucdo estoque (1000 mg

mL™") de ¢fenilalanina, acido benzbico, 4cido galico e sulfato de aménio, para ao final ter-se a

concentracdo de 0,1 mg mL" em cada 100 mL de meio para estudar o comportamento do
endofitico quanto ao acimulo de massa no fim de 30 dias comparando a cultura somente com

BD no mesmo periodo de tempo.

2.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

2.5.1 Preparacao dos extratos do endofitico

A cultura do fungo em meio BD (30 dias de incubagao) foi filtrada em camada dupla
de tecido de algoddo. A matéria celular retida foi colocada para secar em estufa a 60°C. O
filtrado foi descartado e a matéria seca (50g) foi extraido, através de maceragdo, com n-
hexano (10 x 100 mL), cloroféormio (10 x 100 mL), acetato de etila (10 x 100 mL) e metanol
(10 x 100 mL), respectivamente, e 30g de matéria seca foi macerado com etanol (10 x 100
mL), obtendo assim os extratos brutos que foram concentrados em evaporador rotatorio. Para
cultura de calos, 10 g, foram macerados com etanol (10 x 50 mL) e concentrado em
evaporador rotatorio.

O rendimento para os extratos foram calculados pela expressao:

R%zwx 100
Mcélulas

onde, Mexirato € @ massa do extrato apos evaporagao do solvente € megyias € @ massa de células

secas usadas para realizar a extragao.
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2.5.2 Teste de sensibilidade antimicrobiano

O teste de sensibilidade antimicrobiano foi realizado no Laboratorio de
Microbiologia de Alagoas (L@MA), sob orientagao do Prof. Zenaldo Porfirio, onde utilizou-
se cepas (Cepa/Resistente) depositadas nesse laboratorio das espécies: Staphylococcus aureus
(198/51), Pseudomonas aeruginosa (61/63), Candida albicans (F13/62) e Escherichia coli
(36/10).

As cepas citadas foram inoculadas em meio liquido BHI, previamente preparado,
individualmente. Decorrido duas horas, tempo necessario a multiplicagdo, retirou-se 1 mL e
inoculou-se em BHA, tendo sido suspendido totalmente sobre a placa com as ponteiras,
retirando-as para ficarem os pequenos pog¢os formados. Veja um esquema semelhante ao
descrito na ilustracao abaixo (Figura 25).

Pesaram-se 200 mg dos extratos secos e solubilizou-os em 1 mL de metanol a 33%.
Em cada poco foi colocado 40 puL do respectivo extrato (Figura 25). Para controle no pogo
central foi posto metanol 33%, observado que nessa concentracdo ndo ha inibi¢do do
crescimento do microrganismo. Apods 24 horas, as placas que estavam em estufa a 37°C,
foram retiradas para medicdo do halo de inibi¢cdo. Para isso, foi utilizado um haldémetro
(Figura 26), como também poderia ter sido usado um paquimetro, € se seguiu o critério
conforme Kusamba et al. (2000), como consta na tabela 04, para interpretar as medidas dos

halos de inibigao.

Figura 25. Esquema de inoculagéo utilizado para o teste de sensibilidade antimicrobiano.

&=
é Com uma ponteira fazer Com uma alga
Indculo os furos no agar (- retirar os blocos de agar

Meio + Inéculo

+ ) { 4
&) \-/
Inocular e composto
a ser testado

Meio

Fonte: www.biotopics.co.uk/microbes/sentes.gif.
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Figura 26. Halometro, instrumento usado para medir o halo de inibicdo em mm.

Fonte: Foto de José Roberto de Oliviera Ferreira.

Tabela 04. Parametros para medir a atividade por meio do halo de inibigdo.

Halo de inibicio (mm) Significado
0-9 Sem atividade
10-15 Sensivel, mas pequena inibi¢ao
16 —22 Sensivel, com real inibi¢do
>22 Muito sensivel, com grande poder de inibigao

2.6 ESTUDO DE ANTAGONISMO CONTRA FITOPATOGENICOS

Um levantamento inicial utilizando a Técnica de Cultura Pareada (MARIANO,1993)
foi realizado para avaliagdo do antagonismo dos isolados endofiticos contra fitopatdgenos,

respeitando o tempo de crescimento dos isolados e fitopatdogenos avaliados.

2.6.1 Teste de cultura pareada

Em placas de Petri contendo BDA, colocou-se um disco (¥ 5 mm) da cultura do
fitopatdgeno e no lado oposto, um disco com o isolado endofitico a ser avaliado, ambos a 1,0
cm da borda. Apds o pareamento, as placas foram vedadas com filme de PVC e mantidas
durante cinco dias com trés replicas por tratamento. O controle recebeu apenas o fitopatogeno,
com trés replicas. A avaliagdao foi realizada mediante medi¢do do diametro da col6nia por
meio de paquimetro, comparando-se com a média do controle e observando-se das interagdes
entre as coldnias.

Os discos (@ 5 mm) que foram usados nos ensaios de antagonismo contendo
micélios e/ou conidios, do isolado endofitico ou dos fitopatdgenos ensaiados, foram obtidos

de colonias crescidas em BDA, durante sete dias.
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A avaliagdo para determinar a porcentagem de inibicdo do crescimento foi obtida
medindo-se o didmetro das colonias, subtraindo-se o diametro do disco de micélio inicial
(QUIROGA et al., 2001) e foi calculada de acordo com EDGINTON et al. (1971), pela
formula:

Dc — Dt
PI%ZTX 100

na qual, PI., ¢ a Porcentagem de Inibi¢do, D¢ € o didmetro médio da coldnia do fitopatdogeno
no controle e Dt ¢ o diametro médio da colonia do isolado endofitico nos tratamentos
testados.

Para os testes de antagonismo foram usados Phytophtora palmivora (agente causal
da doenga “podridao-do-pé” em culturas de mamoeiro) e Pseudomonas sp. (agente causal de

diferentes doengas no tomateiro).

2.6.2 Teste antifungico por difusdo em pocos

O extrato da matéria seca, com concentragdo inicial de 500 mg mL'l, foi esterilizado
em filtro Millipore 0.22 pm e diluido com metanol 33% em diferentes concentragcdes (250
mg mL”, 125 mg mL™, 62,5 mg mL™ e 31,25 mg mL™") sob cAmara de fluxo laminar. Trés
replicas em placas de Petri de 10 cm de diametro contendo meio BDA, devidamente
esterilizadas, foram utilizadas para crescimento do fitopatégeno P. palmivora (0,5 cm de
diametro). Nestas placas, foram distribuidos 20 pL. de cada concentragdo do extrato testado
em pogos feitos com ponteiras esterilizadas a 3 cm de raio de distancia do inoculo

centralizado e com uma distancia de 3,5 cm entre eles (Figura 27).

Figura 27. Disposicdo dos extratos nos pogos na placa de Petri para teste antifungico
contra P. palmivora inoculado ao centro da placa de Petri.

500 mg/mL
31,25 mgmL 250 mg/mL

. Inoculo .
O

62 5mg/mL

Fonte: O autor.
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2.6.3 Teste antimicrobiano por difusio em disco de papel

O método de difusdo em discos foi usado para avaliar a atividade dos extratos contra
Pseudomonas sp., tendo Nistatina (500 mg mL") como antibidtico (controle positivo) e
Metanol 33% para controle negativo. Este fitopatogeno foi inoculado por meio da diluicao de
uma suspensao de células sobre a placa com BDA.

O extrato do material seco do endofito, com concentragao inicial de 500 mg mL™, foi
esterilizado em filtro Millipore 0.22 pm, e diluido com metanol 33% para obter diferentes
concentragdes (250 mg mL'l, 125 mg mL'l, 62,5 mg mL'l, 31,25 mg mL'l). Posteriormente,
colocou-se 20 pL. de cada concentracdo em discos de papel filtro Whatman n°5, com 5 mm de
diametro, devidamente esterilizados e distribuiu-se sobre o meio BDA contido na placa de
Petri de 10 cm de diametro (Figura 28). Todo o procedimento ocorreu em camara de fluxo
laminar esterilizada, sendo o halo de inibicdo medido a partir da extremidade de cada disco

com um paquimetro.

Figura 28 — Disposi¢ao dos discos de papel sob placa de Petri para teste antimicrobiano por difusao

contra o fitopatdégeno Pseudomonas sp. frente aos extratos do fungo endofitico isolado.

@

Metanol
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O
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Fonte: O autor.

2.7 CARACTERIZACAO MOLECULAR DO ENDOFITICO

Esta etapa do trabalho foi realizada no Laboratério de DNA Forense da UFAL,
chefiado pelo Prof. Dr. Luiz Antonio Ferreira da Silva.
A caracterizacdo molecular do endofitico pode ser dividida em trés etapas que se

seguem abaixo.
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2.7.1 Extracao do DNA

Para a extragdo de DNA de fungos filamentosos foi utilizado o protocolo de Saghai-
Maroof et al. (1984) com adaptagdes, onde utilizou-se aproximadamente cerca de 0,20 g de
micélio colocado individualmente em tubos para microcentrifuga de 2,0 mL. Os tubos foram
entdo colocados em nitrogénio liquido por 5 min. e macerou-se bem o micélio com auxilio de
uma ponteira para pipeta. Foi repetido este processo mais uma vez. Em seguida, foram
adicionados 700 pL de solucdo de extracdo de DNA (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 25 mM EDTA
e 100 mM NaCl). Acrescentaram-se ainda 80uLL de SDS (Dodecilsulfato de sddio) 1% e 15uL
de Proteinase K (20 mg/mL), homogeneizando. Os tubos foram incubados em banho-maria a
65°C por 1 h. Decorrido esse tempo, acrescentou-se cerca de 10% do volume, o que
correspondeu a aproximadamente 88 pupl, de solugdo de CTAB (brometo de
cetiltrimetilamonio) 10% e incubaram-se as misturas por mais 30 min. Depois, adicionou-se
igual volume de fenol (aprox. 850 pulL) e homogeneizou-se vigorosamente por 3 minutos. Os
tubos foram centrifugados a 14.500 rpm por 7 minutos. A mistura apresentou a formagao de
duas fases, a fenolica (inferior) e uma aquosa (superior). Retirou-se cuidadosamente a fase
aquosa transferindo-a para novo tubo de 2 mL. Repetiu-se o processo de lavagem com fenol
por mais uma vez. A fase aquosa resultante foi acrescentado igual volume de isopropanol
100%. Homogeneizou-se muito suavemente a solucdo até a visualizagdo de um discreto
aglomerado, indicando ali a presenca de DNA. Centrifugou-se o conteido a 14.500 rpm por
10 minutos, sendo os tubos depois incubados a -20°C por 30 minutos. Logo apos, o
isopropanol foi descartado, invertendo-se os tubos. Adicionaram-se 600 pL de etanol 70 % e
homogeneizou-se levemente. Centrifugaram-se os tubos a 14.500 rpm por 7 minutos.
Descartou-se o etanol invertendo-se os tubos, os quais foram deixados secar a naturalmente
até o dia seguinte. O DNA precipitado foi ressuspendido em 40 pL de tampdo TE (Tris-
EDTA). Para confirmagdo do sucesso do protocolo de extragdo de DNA foi feito gel de

agarose 1% onde as amostras foram aplicadas.

2.7.2 Amplificacido do rDNA

A técnica empregada para a amplificagdo do DNA ribossomal (rDNA) foi PCR

(Reacdo em Cadeia da Polimerase). Foram utilizados nesta reagdo primers especificos,
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conforme descritos por White et al. (1990). Os primers ITS1-ITS2 amplificaram a regido
ITS1 do rDNA, e os primers ITS3-IST4 para regido correspondente ao ITS2 (Figura 29).

Figura 29. Esquema do rDNA eucarittico, onde as caixas representam os genes ¢ as setas
indicam as posi¢des onde os primers, em azul, se anelam. As regides-alvo ITS1 e ITS2, em
vermelho, também estdo indicadas.
~600 bp
ITs1 Ts3 A
IA

18S rDNA

28S rDNA //

ITS2 ITS4

Fonte: http://www.truffle.org/tuberex/polimorf.htm.

A reagdo base de PCR consistiu em um volume final de 25 pL, onde os reagentes e

as concentragdes de primers utilizadas estdo representados na Tabela 05.

Tabela 05. Condic¢des para amplificagdo mostrando os reagentes constituintes da reacdo

de PCR.

REAGENTES VOLUME / REACAO
Tampao Universal (1,5 Mm MgCI2 e 0,2 mM dNTP's ) 5,0 uL
Primer 1 (10 pmol/uL) 2,0 uL
Primer 2 (10 pmol/pL) 2,0 uL

Taq Polimerase (1U/0,2 pL) 0,2 puL*
DNA 1,0 uL
H,0 Mili-Q 10,0 uL
Volume final 25,00 pLL

*0O volume de Taq Polimerase ndo ¢ considerado no volume final da reacao.

A PCR foi feita em termociclador TC-412 (Techne), sendo as condi¢des de

termocilagem utilizadas mostradas na Tabela 06.


http://www.truffle.org/tuberex/polimorf.htm
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Tabela 06. Programa de amplificacdo do DNA ribossomico, mostrando os ciclos e as

condi¢des de termociclagem em cada fase da reagdo.

FASES TEMPO TEMPERATURA (°C)
Desnaturagao inicial 5 min. 94
Desnaturagao 1 min. 94
Anelamento F35 ciclos 1 min. 59
Extensao J 1 min. 72
Extensao Final 5 min. 72

Apos a amplificagao das regides-alvo, estas amostras foram purificadas utilizando-se
isopropanol 65% para a precipitacio do DNA (20 pL de produtos da PCR, dispostos
individualmente em tubos de 1,5 mL para microcentrifuga acrescidos de 72 pL de isopropanol
65%.). Esta mistura foi vigorosamente homogeneizada, sendo depois os tubos mantidos em
descanso a temperatura ambiente por 20 min. para a amostra ser centrifugadas a 14.500 rpm
por 15 min. O isopropanol foi descartado cuidadosamente invertendo-se os tubos. Foram
adicionados 250 pL de etanol 60% e homogeneizou-se a mistura delicadamente.
Centrifugaram-se os tubos a 14.500 rpm por 5 minutos. Descartou-se o etanol cuidadosamente
com o auxilio de uma pipeta. Os tubos foram deixados secar a naturalmente até o dia seguinte.
O DNA precipitado foi ressuspendido em 20 pL de tampao TE.

A purificacdo ¢ um procedimento necessario para retirar o excesso de primers e
dNTP's dos produtos de PCR. O excesso de primers pode competir com os reagentes da
reacdo de sequenciamento por sitios de ligagao do DNA. E as elevadas quantidades de dNTP's

podem afetar o balanco da reacdo de sequenciamento (Applied Biosystems 2000).

2.7.3 Sequenciamento

Foi utilizado nesta rea¢do o Kit BigDyeTM Terminator v3.1 (Applied Biosystems).
A reagdo base de seqiienciamento consistiu em um volume final de 10 puL, onde os reagentes
utilizados podem ser vistos na Tabela 07. Enquanto as condi¢des de termociclagem utilizadas
estdo apresentadas na Tabela 08.

Apos a reagao de seqiienciamento, o produto da reagdo foi purificado seguindo-se o
mesmo protocolo de precipitagdo com isopropanol a 65% descrito no processo de
amplificagdo, salvo o uso de 25 pL. de formamida Hi-Di para a ressuspensao do precipitado ao

invés de 20 pulL de tampao TE.
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Tabela 07. Reagentes utilizados na reacdo para sequenciamento com suas respectivas

quantidades.

REAGENTES VOLUME / REACAO
Big Dye Mix 2,0 uL
Sequencing Buffer 2,5X (Tampao Save) 2,0 uL
Primer (2,5 pmol/pL) 1,0 uL

Taq Polimerase (1U/0,2 pL) 0,2 uL*
DNA 1,0 uL
H,0 Mili-Q 4,0 uL
Volume final 10,00 pLL

*0O volume de Taq Polimerase néo é considerado no volume final da reagéo.

Tabela 08. Programa utilizado para reacdo de sequenciamento, mostrando os ciclos e as

condi¢des de termociclagem em cada fase da reagdo.

FASES TEMPO TEMPERATURA (°C)
Desnaturag¢ao inicial - -

Desnaturagao W 10 seg. 96

Anelamento ? 25 ciclos 5 seg. 50

Extensao J 4 seg. 60

Extensao Final - -

A purificagdo nesta etapa ¢ importante, pois os corantes fluorescentes ndo
incorporados aos produtos da reagdo podem afetar a qualidade do seqiienciamento. Os picos
formados pelo excesso de corantes podem obscurecer por¢oes do eletroferograma gerado pelo
software, resultando na formacao de picos incorretos (Applied Biosystems 2002).

O sequenciamento dos fragmentos, ITS1 e ITS2, foi realizado mediante eletroforese
capilar em sequenciador automatico ABI Prism 310 Genetic Analyzer, utilizando o polimero
POP6 (Applied Biosystems), conforme as recomendacdes do fabricante.

Apos a eletroforese, os dados gerados pelo software 310 Data Collection v3.0.0
foram analisados e alinhados, respectivamente pelos programas Sequencing Analysis v5.2 e
SeqScape v2.5, ambos da Applied Biosystems. Posteriormente, as seqiiéncias consenso de
cada fungo foram analisadas através do programa BLAST (Basic Local Alignment Search

Tool) do NCBI HomePage (National Center for Biotechnology Information).
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O programa BLASTn utiliza o método de algoritmo de maxima subseqiiéncia, onde
compara a percentagem de similaridade genética entre uma seqiiéncia de nucleotideos em
estudo com uma base de dados de seqiiéncias nucleotidicas disponiveis no GenBank NCBI.
Desta forma, assim foi realizado o processo de identificagdo molecular dos fungos endofiticos

utilizados neste trabalho.

2.8 DETERMINACAO DE FENOIS TOTAIS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
2.8.1 Reagentes utilizados

1) Reagente de Folin-Ciocalteu: marca Fluka — concentragao 2N.
2) Solu¢do de Carbonato de sodio - Na,CO3 (20%).

3) Solugdo de Carbonato de sodio - NayCOs (2%).

4) Solugdo de Carbonato de sodio saturado - Na,COs.

5) Solugao estoque de acido tanico (1 mg/mL).

6) Solugdo estoque de acido galico (1 mg/mL).

7) Solugdo tampdo acido acético/acetato de sodio pH=4,5.

8) Solugdo estoque de 2,2-Difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) (40 mmol/L).

Ver apéndice B para preparo de solugdes.

2.8.2 Determinacio de fenois totais

Foram escolhidas trés metodologias para estudar de maneira comparativa, uma vez
que existem varias situagdes e procedimentos diferentes para a execugdo do teste de fenois
totais, porém, todos os testes tiveram como reagente ativo a solucdo de Folin-Ciocalteu
(constituido de tungstato de sddio, molibdato de sddio, acido cloridrico, acido fosférico e
sulfato de litio), e a construcao da curva de calibragdo tiveram como reagentes: acido galico e

acido tanico. O teor de fenois totais dependem da eficiéncia da extragdo pelos solventes.
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2.8.2.1 Método de MAKKAR et al. (1993)
2.8.2.1.1 Curva de calibragdo

Para a curva de calibragdo, foram preparados 100 mL de solucdo estoque de acido
tanico (1000 pg mL™) realizando em seguida as dilui¢es para obter as concentragdes de 50,
45, 40, 35, 30, 25,20, 15,10, 5e 1 pg mL™", e foi usando metanol como branco. A cada tubo
da curva e do branco (metanol) foram adicionados 250 pL de Folin-Ciocalteu (2N) e 1250 pL.
de solugdo de carbonato de sddio (20%), completando-se o volume para 2000 pL. com agua
destilada. Deixou-se os frascos sob agitacdo por 40 min. medindo a absorbancia a 725 nm em

espectrofotometro monofeixe da marca Bioespectro mod. SP-220.

Tabela 09 — Curva de calibracao de acido tanico.

Tubos [conc.]sna  Solugdo H,0 gesiga  Folin-Ciocalteu Na,COs
(ugmL™)  estoque (uL) (ul) (ub) (20%) (uL)
1 0 0 500 250 1250
2 1 2 498 250 1250
3 5 10 490 250 1250
4 10 20 480 250 1250
5 15 30 470 250 1250
6 20 40 460 250 1250
7 25 50 450 250 1250
8 30 60 440 250 1250
9 35 70 430 250 1250
10 40 80 420 250 1250
11 45 90 410 250 1250
12 50 100 400 250 1250

2.8.2.1.2 Procedimento para analise de fenois totais (FT)

Para elaborar as aliquotas do extrato (10, 20 e 40 mg mL™"), partiu-se de uma solugio
estoque (500 mg mL™") dos respectivos extratos: n-hexano, cloroférmio, acetato de etila,
metanol e etanol. Retirou-se as aliquotas (40, 80 e 160 uL) da solugdo estoque dos extratos, e
adicionou-se 250 pL de Folin-Ciocalteu 2N e 1250 pL de solugdo Na,COs (20%),
completando-se o volume para 2000 uL com 4gua destilada. Deixou-se os frascos em agitacao
por 40 min. medindo a absorbancia a 725 nm em espectrofotometro monofeixe da marca
Bioespectro mod. SP-220. O célculo da concentragdo de fendis totais (FT) foi expresso em

equivalente de acido tanico (ETA) a partir da curva de calibragdo. A fim de assegurar a
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valida¢do do método, procurou-se trabalhar com triplicata de cada amostra realizando a média

dos valores de absorbancia.

Tabela 10. Tabela de referéncia para procedimento descrito acima no preparo das

aliquotas dos extratos brutos.

Amostra [conc.]gna Solugdo H>0 gesiiada  Folin-Ciocalteu  Na,CO;
(mgmL")  estoque (uL) (uL) (uL) (20%) (uL)

1 10 40 460 250 1250

2 20 80 420 250 1250

3 40 160 340 250 1250

2.8.2.2 Método de SLINKARD E SINGLETON (1977)

2.8.2.2.1 Curva de calibracao

Para a curva de calibragao foi preparados 100 mL de solugao estoque de acido tanico
(1000 pg mL™") realizando em seguida as dilui¢des para obter as concentracdes de 50, 45, 40,
35, 30, 25, 20, 15, 10, 5e 1 ug mL. A cada tubo da curva e do branco (metanol) foram
adicionados 40 uL de Folin-Ciocalteu 2N e apds 3 min. 120 pL de solugdo de carbonato de
sodio (2%), completando-se o volume para 2000 puLL. com agua destilada. De forma esporadica
agitar os frascos em um tempo total de 2 h. e medir a absorbancia a 760 nm em

espectrofotometro monofeixe da marca Bioespectro mod. SP-220.

Tabela 11. Preparo da curva de calibragdo de acido tanico.

Tubos [conc.]gnal Solugédo H,0 gesiilaga  Folin-Ciocalteu  Na,CO;
(ugmL™)  estoque (uL) (ul) (ub) (2%) (L)
1 0 0 1840 40 120
2 1 2 1838 40 120
3 5 10 1830 40 120
4 10 20 1820 40 120
5 15 30 1810 40 120
6 20 40 1800 40 120
7 25 50 1790 40 120
8 30 60 1780 40 120
9 35 70 1770 40 120
10 40 80 1760 40 120
11 45 90 1750 40 120
12 50 100 1740 40 120
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2.8.2.2.2 Procedimento para analise de fenois totais (FT)

Para elaborar as aliquotas do extrato (10, 20 ¢ 40 mg mL™"), partiu-se de uma solugio
estoque (500 mg mL™") dos respectivos extratos: n-hexano, cloroférmio, acetato de etila,
metanol e etanol. Retirou-se as aliquotas (40, 80 ¢ 160 uL) da solugdo estoque dos extratos,
adicionou-se 40 uL de Folin-Ciocalteu e apds 3 min. 120 pL de solugdo de carbonato de sodio
(2%), completando-se o volume para 2000 pL. com agua destilada. De forma esporadica
agitar os frascos em um tempo total de 2 h. e medir a absorbancia a 760 nm em
espectrofotometro monofeixe da marca Bioespectro mod. SP-220. O célculo da concentragao
de fenois totais (FT) foi expresso em equivalente de 4cido tanico (ETA) a partir da curva de
calibragdo. A fim de assegurar a validagao do método, procurou-se trabalhar com triplicata de

cada amostra realizando a média dos valores de absorbancia.

Tabela 12. Tabela de referéncia para procedimento descrito acima no preparo das

aliquotas dos extratos brutos.

Amostra [conc.]gna Solugdo H>0 gesiiada  Folin-Ciocalteu  Na,CO;
(mgmL")  estoque (uL) (uL) (uL) (20%) (uL)
10 40 1800 40 120

2 20 80 1760 40 120

3 40 160 1680 40 120

2.8.2.3 Método de SWAIN e HILLS (1959)

2.8.2.3.1 Curva de calibracao

Na constru¢do da curva de calibracdo foi preparado 100 mL de solug¢do estoque de
acido tanico (1000 pg mL™) realizando em seguida as dilui¢des para obter as concentragdes
de 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15,10, 5¢e 1 ug mL™". Aos tubos, como também ao “branco”
(metanol), foram adicionados 100 puL de Folin-Ciocalteu completando-se o volume para 2000
puL com solucdo de carbonato de sodio saturado. Deixou-se os frascos sob agitacdo por 45

min. medindo a absorbancia a 725 nm em espectrofotdmetro monofeixe da marca Bioespectro

mod. SP-220.
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Tabela 13. Curva de calibragdo de acido tanico.

Tubos [conc.]fna  Solugdo H;0 gesiitaga Folin-Ciocalteu  NayCOj gour.
(ugmL™)  estoque (uL) (uL) (uL) (uL)
1 0 0 1840 40 120
2 1 2 1838 40 120
3 5 10 1830 40 120
4 10 20 1820 40 120
5 15 30 1810 40 120
6 20 40 1800 40 120
7 25 50 1790 40 120
8 30 60 1780 40 120
9 35 70 1770 40 120
10 40 80 1760 40 120
11 45 90 1750 40 120
12 50 100 1740 40 120

2.8.2.3.2 Procedimento para analise de fenois totais (FT)

As aliquotas do extrato foi preparado a parti de uma solugo estoque (500 mg mL™)
dos respectivos extratos: n-hexano, cloroférmio, acetato de etila, metanol e etanol. O método
proposto por Swain e Hills (1953), prevé tratar a amostra, com solugdo tampao acido
acético/acetato de sodio, para eliminar interferentes. Transferiu-se para um Becker 400 uL da
solucdo estoque do extrato (500 mg mL™), adicionando em seguida 2000 pL de solugdo
tampdo e 1600 pL de dgua destilada, resultando em uma solugdo estoque 2, com 50 mg mL™
de extrato. A partir da solugo estoque 2, preparou-se as amostras com 10, 20 ¢ 40 mg mL™
de extrato adicionando 100 pL de Folin-Ciocalteu e completando o volume para 2000 uL com
solucdo saturada de carbonato de sodio. Agitou-se os frascos por 45 min. medindo a
absorbancia a 725 nm em espectrofotometro monofeixe da marca Bioespectro mod. SP-220.
O calculo da concentracdo de fenois totais (FT) foi expresso em equivalente de acido tanico
(ETA) a partir da curva de calibragdo. A fim de assegurar a validagdo do método, procurou-se

trabalhar com triplicata de cada amostra realizando a média dos valores de absorbéncia.
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Tabela 14. Tabela de referéncia para procedimento descrito acima no preparo das

aliquotas dos extratos brutos.

Amostra [conc. Jinal Sol. estoque 2 Folin-Ciocalteu Na,CO; saturado
(mgmL") (uL) (uL) (uL)

1 10 400 100 1500

b) 20 200 100 1100

3 40 1600 100 300

2.8.3 Determinacio da Atividade Antioxidante

A capacidade antioxidante dos extratos foi confirmada por cromatografia em camada
delgada (CCD) e a capacidade de seqiiestro de radicais livres foi quantificada por

espectrofotometria na faixa do UV-Vis.

2.8.3.1 Cromatografia em Camada delgada

Na avaliacio cromatografica, foi aplicado o padrdo do 4cido galico (500 ug mL™) e
as fragdes dos extratos (500 pg mL™) em placa de silica gel 60 Fas4 usando um capilar de
vidro, utilizando como fase mével cloroformio:metanol (3:7; v/v) e, como revelador, solugdes
de cloreto férrico 1% em metanol e de 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) a 0,4 mmol/L em

metanol.

2.8.3.2 Espectrofotometria UV-Vis

A atividade seqiiestrante de radicais de DPPH (1,1-difenil-1,2-picril-hidrazila) foi
determinada de acordo com o método de Brand-Williams et al. (1995), que produz um
decréscimo da absorbéancia a 520 nm, sendo a atividade seqiiestrante de DPPH ou percentual

de atividade antioxidante, representado por AA%, foi determinada com base na equagao:

{[Abscontrote — (AbSamostra — AbSpranco)] X 100}
AbSControle

%AA =

onde, AbScontrole € @ absorbancia do controle, AbSimostra € @ absorbancia da amostra em estudo e
ADbSpranco € @ absorbancia do branco.
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2.8.3.2.1 Curva de Calibragao

A quantificacdo da capacidade de seqiiestro de radicais livres foi realizada
espectrofotometricamente utilizando os padroes de acido galico, acido ascorbico e BHT nas

concentragoes de 30, 25, 20, 15,10,5¢e 1 pg mL! para constru¢do das curvas de calibragao.

Tabela 15. Preparo da curva de calibracdo de acido galico.

Tubos [conc.]q, — Solugdo estoque dos padrdes Metanol Estoque DPPH
(ugmL™) (100 pg/mL) (uL) (uL) (uL)
1 0 0 990 10
2 1 10 980 10
3 5 50 940 10
4 10 100 890 10
5 15 150 840 10
6 20 200 790 10
7 25 250 740 10
8 30 300 690 10

2.8.3.2.2 Procedimento para analise da Atividade Anti-oxidante Total (AAT)

Os extratos diluidos em metanol foram testados nas concentragoes de 10, 20 e 40 mg
mL™, obtidos a partir da dilui¢do de uma solugio estoque de 500 mg mL™". Nas cubetas, de
capacidade de 1 mL e percurso optico de 1 cm, foram adicionadas as aliquotas dos extratos,
10 uL da solucao estoque de DPPH (40 mmol/L) e o volume foi completado com metanol. A
concentracao de DPPH nas cubetas ao final é de 0,4 mmol/L. As solu¢des foram mantidas no
escuro a temperatura ambiente. A leitura foi feita a 520 nm, em espectrofotdmetro monofeixe
da marca Bioespectro mod. SP-220. Como controle foi utilizado a solu¢do de metanol e
DPPH, com concentragdo final de 0,4 mmol/L. A atividade anti-radicalar foi calculada como
a porcentagem de descoloracao do radical DPPH, e expresso em equivalentes dos padroes. Os

testes com os padrdes e extratos foram realizados em triplicata.

Tabela 16. Tabela de referéncia para procedimento descrito acima no preparo
das aliquotas dos extratos brutos.

Amostra [conc.]ﬁn?| Solugdo Estoque Metanol (uL) DPPH (uL)
(mg mL™) (uL)
10 20 970 10

2 20 40 950 10

3 40 80 910 10
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CULTURA DE TECIDOS E ISOLAMENTO DE ENDOFITICO

3.1.1 Obtenciao de plantulas in vitro

A germinacdo das sementes de Mirabilis jalapa ocorreu apo6s trés dias de inoculacdo,
em todos os meios utilizados, AA, BDA, SAB, MS e B-5, havendo formacdo completa da
plantula entre 7 e 10 dias depois (Figura 31). O desenvolvimento destas foi satisfatorio nos
meios basais MS e B-5 e pouco no AA, certamente por este ultimo carecer de macro e

micronutrientes para manter a plantula por mais tempo.

Figura 30. Sementes de Mirabilis jalapa mostrando a casca de protecdo e o seu interior.

Fonte: Autor, 2009.

Em torno de 15-20 dias as plantulas apresentaram bom desenvolvimento de folhas,
ramos e raizes, servindo entdo de fonte de explantes para a obtencdo da cultura de calos e de

raizes.

Figura 31. Plantula de Mirabilis jalapa em desenvolvimento em meio BS.

Fonte: Autor, 2009.
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3.1.2 Formacao de calos a partir dos explantes foliares e do caule

Aos 25 dias da germinacdo das sementes, as folhas e os caules das plantulas obtidas,
forneceram explantes com cerca de 2 cm. Apds cortes transversais, objetivando aumentar a
area de contato com o meio e assim aumentar a absor¢ao dos nutrientes, foram inoculados em
meio semissOlido MS. Os calos primdrios obtidos cerca de 10 dias da inoculagao

apresentaram cores variadas (verde, roxo e branco).

Figura 32. a) Formagdo de explantes a partir de folha e caule. b) Cultura de calos de M.
jalapa em meio MS + 2,4-D (1mg/L) e cinetina (0,2mg/L).

Fonte: Autor, 2009.

Trinta dias apds a formacao dos calos primdrios e transferéncias sucessivas a cada 20
dias para o mesmo meio e reguladores, contudo, foi verificado que os calos obtidos tinham
um periodo de vida muito curto e que o aumento de biomassa ndo foi conseguido, ja que ndo
havia desenvolvimento dos calos.

Paralelamente, as transferéncias para meio basal B5 dos calos sob pouca iluminagdo
permitiram ter-se melhor crescimento e melhor conservagdo, sendo possivel manté-los por
trinta dias até transferéncia. Assim as culturas de calos que estavam em meio MS foram
transferidas para o meio B5 para desenvolvimento e acimulo de biomassa dos caules para

testes de atividade microbiana.
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3.1.3 Obtencao de culturas de raizes

A biossintese de metabdlitos secundarios em cultivo de células ou em suspensdo de
tecidos depende de algum grau de diferenciagdao celular ocorrendo em organelas celulares
especificas. Com base neste principio, pensou-se na realizacdo da pesquisa de cultura de
raizes de Mirabilis jalapa.

As raizes ap6s terem sido transferidas para meio de MS + IBA (1mg L) a partir da
plantula, ndo teve desenvolvimento satisfatorio porque as raizes sofriam oxidagao
rapidamente. Melhores resultados, no entanto, foram obtidos quando as raizes foram
cultivadas em meio MS + IBA (2 mg L") acrescido de 4cido ascorbico (200 mg), agente
antioxidante. A substituicdo do meio basal MS por B5, ndo evitou o baixo desenvolvimento
das raizes. Tais limitagdes deveram-se, em parte, ao fato das raizes de Mirabilis jalapa serem
tuberosas, ou seja, indicam que sdo especificas para armazenamento de nutrientes. O
desenvolvimento de um trabalho com meios e nutrientes especificos e uso de Agrobacterium

rhizogenes, provavelmente ter-se-ia resultados melhores, apesar de ndo ter sido executado.

3.2 OBTENCAO DE ENDOFITICOS E MANUTENCAO DE CULTURAS

Em plantulas que estavam se desenvolvendo em meio AA e MS mostraram o
aparecimento de um fungo algodonoso de coloragdo branca cerca de 15 dias ap6s germinacao
das sementes, sendo registrado como FBS (fungo branco-semente). A dgua de controle da
lavagem apresentou resultado negativo para aparecimento de qualquer microrganismo,
indicando-se desta maneira tratar-se de um endofito. Para o melhor desenvolvimento e afim
de isolar e identificar, este endofitico foi transferido para meio semi-so6lido apropriado, BDA.

A freqliéncia de colonizacdo foi de 65%, pois em 20 frascos semeados com a
semente de Mirabilis jalapa, 13 frascos apresentaram o desenvolvimento deste fungo.

Apos varias repicagens obteve-se uma cultura homogénea. Este fungo apresentou
uma taxa de crescimento micelial de 20,2% por dia em medi¢des realizadas em placas de Petri
de 10 cm de didmetro.

O desenvolvimento deste endofitico em meio liquido BD, visando o acimulo de
biomassa, seguiu dois procedimentos:

1°) Culturas, sob agitagdo orbital de 100 rpm mantidas sob iluminacao ambiente;

2°) Cultura mantida sem agita¢do, no escuro.
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O desenvolvimento sob agitagdo de 100 rpm, produziu uma baixa biomassa, porém
ao passar a velocidade para 150 rpm, o crescimento se deu em média duas vezes maior do
que a cultura em repouso, provavelmente devido a maior aeragao do meio.

Ao final, visando-se estabelecer-se as condi¢des de cultivo do endofitico, se deu
preferéncia a cultura em repouso, pois o desenvolvimento do fungo sob agitagdo, ocorre de
forma perfilhada, resultando uma suspensdo filamentosa que dificultou a filtragem para
acumulo de biomassa, quando comparado as condigdes em repouso, onde seu crescimento se

da em camadas.

Figura 33. a) Plantula coberta por endofitico algodonoso — FBS; b) Cultura em meio BDA de
endofitico isolado — FBS; c¢) Camadas do fungo endofitico FBS desenvolvidas em meio liquido

BD; d) Vista lateral do fungo desenvolvido em BD.

’g’ > ™ >

Fonte: Autor, 2009.

O endofito (FBS) isolado apresentou uma taxa de crescimento de 7,6 % ao dia em
meio BD com actimulo de biomassa até 50 dias, ndo apresentando variagdo em sua massa de
forma significativa at¢ 70 dias, como pode ser observado na curva de crescimento
representada pelo grafico O1.

Tendo como base 30 dias para o desenvolvimento do fungo, obteve-se uma média de

0,47 g de matéria seca, que corresponde a 81,03 % da média de matéria seca (0,58 g) obtida
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para 70 dias de incubacdo em erlenmeyer, que corresponde ao periodo que deixa de haver um
aumento da biomassa.
Para as culturas com 30 dias, 22 % de sua constitui¢do é agua, ou seja, sua massa

fresca era de aprox. 0,60 g, sendo 0,13 g de agua e restando como matéria seca 0,47 g (78 %).

Grafico 01 - Curva de crescimento do isolado fingico das sementes de Mirabilis jalapa em

meio MS durante cultivo em meio liquido BD sob condigdes de repouso e escuro.

—Hm— Curva de Crescimento
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/I—-
[
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b 40 dias - 0,498 g
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as -0,
& 0,40 - I g
g 60 dias — 0,587 g
= 0,35 - /. 70 dias — 0,586 g
030{ g
0,25 —
10 20 30 40 50 60 70

Dias de Cultivo

Fonte: Autor, 2009.

Como parte do trabalho tinha por base testes antimicrobianos e antifugicos, foi
necessario um acumulo de matéria seca para elaboracdo dos extratos, com esta base,
procurou-se mecanismos de agdo abidticos para inducdo do aumento de biomassa durante a
fase de crescimento do fungo. Para isso usou-se: ¢-fenilalanina, acido benzoico, acido galico e
sulfato de amonio. A tabela 17 apresenta a variacdo de biomassa média por frasco, comparada

a cultura desenvolvida no mesmo periodo em meio BD para 30 dias.
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Tabela 17. Estudo comparativo da média de biomassa acumulada por inducdo de

fatores abioticos por frasco
Meio BD + Indutor

Meio BD

¢ -fenilalanina  acido benzdico acido galico  sulfato de amoénio

0,14 g 0,46 g 0,43 g 0,45 g 0,47 g

A andlise estatistica para os tratamentos de acimulo para biomassa demonstra que o

coeficiente de correlagdo (CV) difere para a ¢-fenilalanina comparando aos demais, enquanto
os outros tratamentos mantém uma diferenca menos significativa quanto comparado ao

padrao, meio BD, como observado na tabela 18.

Grafico 02 - Comparativo entre meio BD e tratamentos para acimulo de biomassa por meio

de fatores abidticos com base nos respectivos desvios padrio.

Meio BD

Sulf. de Aménio

Ac. Galico

Tratamentos

il

Ac. Benzéico

L-Fenilalanina

L e e B L A A A A B
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Biomassa (g)

Fonte: Autor, 2009.

Tabela 18. Dados estatisticos para os tratamentos de acimulo de biomassa por fatores abioticos.

Parametros ¢ -Fenilalanina Ac. Benzoico Ac. Galico Sulf. de Aménio Meio BD

Média 0,304 0,465 0,450 0,461 0,470
Desvio Padrdo 0,235 0,007 0,028 0,124 0,000
Erro Padrdo 0,166 0,005 0,020 0,008 0,000
CV (%) 77,40 1,52 6,29 2,68 0,00

Nota: Dados estatisticos obtidos com o programa Microcal Origin 7.5’

? Direitos reservados a OriginLab Corporation®2007.
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Os tratamentos com d4cido benzodico, acido galico e sulfato de amoénio ndo
diferenciaram-se do padrdo (meio BD), ¢ a pequena diferenca se deve a alteragdes discretas de
pH e competicdo na absor¢do de carboidratos. Para ¢-fenilalanina, por tratar-se de um
aminodcido, provavelmente induziu a produ¢do de metabolitos inibidores de crescimento ou
impediu diretamente seu desenvolvimento, apesar de ndo haver relatos em literatura que

estabelecam tais fatos ou discussdes.

3.3. ESTUDO MORFOLOGICO, MICROCULTIVO E MICROMETRIA

O problema encontrado para execucdo dos trabalhos com o endéfito ficou por conta
de sua identificacdo. Entre os diferentes procedimentos para estudo morfolégico, como
utilizacdo de meios especificos para obtencdo de estruturas de frutificagdo, como meio
Lactrimel, microcultura, inoculagdo em meio liquido estéril de folhas de M. jalapa e em meio
solido com extrato de suas folhas, ndo foram o suficiente para o estudo taxondmico, obtendo
somente apressorios. Em germinagdo realizada em 10 meios semi-solido de AA + suco das
folhas de M. jalapa, obteve-se em dois frascos, estruturas parecidas com de frutificacao, ao
observa-se em microscOpio, notou-se tratar-se de conidios binucleados, porém ndo se
encontrou nenhuma condigdo em especial para confirmar o género e espécie do endofitico.
Por este motivo optou para andlise genotipica da regido dos espagadores internos transcritos
(ITS1 e ITS2).

Os apressorios foram classificados em irregulares e lobados, com as margens
onduladas, enquanto os conidios foram classificados em cilindricos, com ambas as
extremidades arredondadas.

A micrometria dos 50 conidios, medidos em microscopio com 400x de aumento e
fator de correcdo de 1,666, permitiu determinar a média de comprimento e largura, 15,2 x

4,60 pm.
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Figura 34. a) Apressorios de cultura do endofitico (FBS) em meio BDA (1000x); b)
Conidios e apressorios de cultura do endofitico (FBS) em meio com extrato da folha de
Mirabilis jalapa (1000x); ¢) Conidios, apressorios ¢ hifas de cultura do endofitico (FBS) em
meio com extrato da folha de Mirabilis jalapa (400x).

Fonte: Autor, 2009.

3.4 RENDIMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS

O processo de extracdo com solventes de diferentes polaridades para as células secas
do endoéfito isolado (FBS) e calos obtidos dos explantes, foram usados no preparo das
solucdes para os testes de atividade antimicrobiana e antifungica. A tabela 19 traz os
rendimentos obtidos no processo de extragdo com os solventes de diferentes polaridades ao

usar a expressao:

R% Mextrato <100

Meglulas

Tabela 19. Rendimentos dos extratos obtidos em extragdo da matéria seca do endofitico (FBS)
isolado e dos calos de cultura de tecidos para diferentes solventes.

Material Solvente Células Secas (g) Extrato (g) Rendimento (%)
FBS n-Hexano 50 7,65 15,30
FBS Cloroférmio 50 2,80 5,60
FBS Acetato de etila 50 5,32 10,64
FBS Metanol 50 8,87 17,74
FBS Etanol 30 9,22 18,44
Calos Etanol 10 2,42 24,20

3.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA CONTRA PATOGENOS

O extrato etandlico do endofitico isolado, FBS, e o extrato etanolico dos calos foram

submetidos a avaliagao do potencial inibitério antimicrobiano.
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Figura 35. Avaliag¢do do potencial antimicrobiano contra cepas de E. coli.

Fonte: Autor, 2009.

O extrato etandlico bruto do FBS utilizado ndo demonstrou atividade contra as cepas
de Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e Staphylococcus aureus, enquanto, o extrato
etandlico do calo, produziu halo de inibicdo igual a 12 mm para a cepa 198 de S. aureus

mostrando razoavel sensibilidade e atividade contra as cepas de Escherichia coli, como

mostrado na tabela 20.

Tabela 20. Atividade dos extratos etandlicos contra cepas de E. coli

Bactérias

S. aureus P. aeruginosa C. albicans E. coli
% 198 51 61 63 F13 62 36 10
@)
4 - - - - - - 12 mm -
=
°
= 12 mm - - - - - 18 mm 18 mm
Q

Os resultados obtidos demonstram semelhanga com os dados obtidos da literatura
que denotam a grande atividade antibacteriana de Mirabilis jalapa L., frente a bactérias
entéricas como a E. coli, o que condiz também com o uso popular para problemas intestinais.

Um fato a se ressaltar € o da atividade do extrato dos calos contra a E. coli e contra S.
aureus. Os calos representam células indiferenciadas, sem nenhuma especializacdo, diferentes

dos tecidos desenvolvidos (diferenciados) existentes nas plantas ou induzidos in vitro. Isto
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mostra a producdo de metabolitos secundarios capaz de apresentar acdo contra bactérias Gram
positivas, como S. aureus, indicando também, que alguma parte da planta deva produzir tais
substncias.

Por tratar-se de extratos brutos, se faz necessaria a parti¢do para assim verificar que
fragdo reside a a¢do antimicrobiana e com isso isolar e identificar o composto, bem como
refinar os resultados para outras espécies e cepas, além de determinar a concentracio

inibitoria minima dos extratos.

3.6 TESTE DE ANTAGOSNISMO CONTRA FITOPATOGENICOS

Os fitopatdgenos Phytophthora palmivora e Pseudomonas sp. foram escolhidos para
realizar os testes de antagonismo devido os problemas associados a ambos na agricultura,
sendo o seu controle economicamente importante.

Phytophthora palmivora e é um fungo fitopatogénico, sendo o género conhecido por
causar “podridao” em plantas, praga na cultura do mamoeiro, provocando a doenga conhecida
como “podriddo-do-pé”. A doenga geralmente ocorre em solos mal drenados e mamoeiros de
qualquer idade (BERGAMIN FILHO & KIMATI, 1980), seu agente etimoldgico também
afetar outras culturas como: citrus, cacau € mamona.

A bactéria Pseudomonas sp. ¢ caracteristica em tomateiros provocando diferentes
doenca que dependem da espécie, como por exemplo: P. syringae pv. tomato, P. corrugata e
P. syringae pv. Syringae, responsaveis na planta, respectivamente por: pinta bacteriana,
necrose da medula e queima bacteriana, sendo as duas ultimas pouco conhecidas e estudas no

Brasil (BARRETO e SCALOPPI, 1999).

3.6.1 Teste de cultura pareada

Na placa de Petri com BDA onde foram inoculados o endofitico (FBS) e P.
palmivora simultaneamente, uma vez que ambos apresentam mesma taxa de crescimento,
acompanhando o desenvolvimento de ambos de forma isolada também em BDA.

Com 5 dias apos, foram medidos os diametros das culturas isoladas de ambos, FBS e
P. Palmivora, e destes no teste, que permitiu calcular a média de desenvolvimento para a

porcentagem de inibi¢do (Ply,)" (tabela 21), por meio da equagdo:

10 ver Metodologia pag. 71, capitulo 2.
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Dc — Dt
PI% =TX100

Tabela 21. Didmetro médio de cultura isolada em teste de antagonismo entre endofitico
(FBS) e P. Palmivora.

Fungo Dc' (mm) Dt’ (mm) PI (%)
FBS 5,54 2,79 49,64
P. palmivora 495 2,71 45,26

"De é o didmetro médio da coldnia do fitopatogeno no controle;

2Dt é o diametro médio da coldnia do isolado endofitico nos tratamentos.

Em tratamento estatistico com o Programa Origem 7.5 ao aplicar ANOVA e teste de
Turkey (P>0,050), as diferencas nos valores médios entre os grupos do tratamento foram
irrelevantes, o que exclui a possibilidade que acha diferenca devido a variabilidade da
amostragem aleatdria, ou seja, ndo hd uma diferenca estatistica significativa (P = 0.868), com
isso, os metabolitos dispersos no meio ou os volateis ndo apresentaram fator de inibigdo para

ambos.

Figura 36. Teste de antagonismo entre o endofitico FBS e P. palmivora.

Fonte: Autor, 2009.

Para confirmar o observado acima foi realizado microcultivo, onde a laminula foi
corada com azul de metileno e observada em microscopio Optico (400x), onde permitiu
observar entrelacamento das hifas, porém, ndo foi visivel rompimento destas, uma fez que se

poderiam liberar outros metabolitos ao meio que produzissem um efeito antagonico.
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Figura 37 — Microcultivo para avaliar interpenetragdo de hifas entre o endofitico FBS ¢ P.
palmivora.

Fonte: Autor, 2009.

O teste de antagonismo também foi realizado frente a bactéria Pseudomonas sp.
isolada em tomateiro.

Por tratar-se de uma bactéria, a porcentagem de inibi¢ao foi calculada apenas para o
endofito (FBS), mediante a bactéria ter uma area limite para seu desenvolvimento. Apds 5
dias foram medidos os didmetros para o endofitico. Na tabela 22, tem-se a taxa de inibigao

apresentada pelo FBS frente a bactéria Pseudomonas.

Tabela 22. Diametro de cultura isolada do FBS em teste de antagonismo frente a Pseudomonas sp.
Fungo Dc (mm) Dt (mm) PI (%)

FBS 5,27 2,47 53,13

Figura 38 — Teste de antagonismo entre o endofitico isolado (FBS) e Peseudomonas spp.

Fonte: Autor, 2009.
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Segundo Robbers et al. (1997), no geral compostos com acdo antibidtica sdo
excretados para o meio nutriente, entretanto, em certos casos como ocorre com os peptideos,
s0 sao liberados apos lise celular, visto que pertencem ao compartimento intracelular, quer
seja organela ou de membrana. Visivelmente ndo ha interpenetracdo das hifas na col6nia de
Pseudomonas, bem como ndo apareceram halos de inibi¢cdo, manchas escuras, pois de acordo
com Zacchino et al (2005), tal caracteristica indicaria inibidores da parede celular fingica,
isto porque os fungos crescem sem a parede celular, ou seja, como protoplasma, e ao
microscopio apresentaria deformacdes nas hifas como encurtamento, fato também nao

observado.

3.6.2 — Teste antimicrobiano por difusdo em pocos

Apo6s 3 dias de inoculado o fungo (Phytophthora palmivora) os extratos brutos
obtidos a partir das células do enddfito (FBS), nas concentragdes de 500 mg/mL, 250 mg/mL,
125 mg/mL, 62,5 mg/mL e 31,25 mg/mL, foram aplicados aos pogos, ndo houvendo formacao
de halo de inibicdo completo. Em alguns extratos (hexano e acetato) foi observado
sensibilidade, e mudangas macromorfologicas para todos os extratos ao compararmos a

cultura de P. palmivora em meio BDA.

Figura 39 — Teste atividade antimicrobiana dos extratos brutos por difusdo em pogos contra

Phytophthora palmivora, fitopatdogeno do mamoeiro. a) Cultura de Phytophthora palmivora em
BDA. Testes: b) extrato do hexano, ¢) extrato cloroférmico, d) extrato acetato, e¢) extrato
metandlico e f) extrato etanodlico.
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Fonte: O autor, 2009.

3.6.3 — Teste antimicrobiano por difusio em discos de papel

O teste de antagonismo ndo apresentou resultado positivo frente a Pseudomonas sp.,
porém, podemos notar que houve sensivel atividade com real inibicdo pelos parametros de
Kusamba et al (2000)'' para os extratos cloroformico e etanélico, que apresentaram halos de
inibicao para todas as concentragdes (tabela 23), tendo apresentado atividade semelhante ao
antifingico Nistatina, uma vez que ndo ha diferencas estatisticas para a concentragdao de 500
mg mL™". A inibi¢io observada deve-se pela lise que as células do endofitico (FBS) sofreram
no processo de extracdo que permitiram a liberagdo de metabolitos que atuaram na inibi¢ao

bacteriana de Pseudomonas sp.

Figura 40 — Teste atividade antimicrobiana dos extratos brutos por difusdo em disco de papel
contra Pseudomonas spp., fitopatdogeno isolado em tomateiro. Testes: a) extrato do hexano; b)
extrato cloroférmico; c) extrato acetato; d) extrato metandlico; e) extrato etanodlico.

""Ver Metodologia pag. 70, Capitulo 2.
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Fonte: O autor, 2009.

Tabela 23. Halo de inibi¢do dos extratos brutos

Halo de inibicio (mm) / conc. de extrato (mg mL™) Nistatina
Extrato
31,25 62,5 125 250 500 500 mg/mL
Hexano 0 0 0 0 0 49
Cloroformio 11 17 21 29 46 52
Acetato 0 0 0 0 0 51
Metanol 0 0 0 0 0 48
Etanol 9 12 17 22 45 52

3.7. CARACTERIZACAO MOLECULAR DO ENDOFIiTICO

Os genomas dos eucariotos podem apresentar grande complexidade, devido a
presenca de regides espacadoras, introns, regides repetitivas, elementos de transposicao e
familias multigénicas (OLIVEIRA & MENCK, 2004). Dentre os genes mais representativos
da classe do DNA estdo os que codificam o RNA ribossomico, que constituem uma familia
génica. As seqiiéncias de genes agrupados, de familias génicas, tendem a ser mantida
relativamente uniforme, a partir de processos coevolutivos, como a conversdo génica
(FERREIRA, 1996).

Em fungos, a maioria dos estudos filogenéticos fundamentados em seqiliéncia de
DNA foi baseada exclusivamente no gene ribossomal ou nas regides espacadoras internas

transcritas (Intergenic Transcribed Spacer - ITS) (KAUSERUD et al., 2004).

Figura 41 - Representacdo esquematica da unidade de repeti¢do do rDNA dos eucariontes.
ETS: espagador externo; 188S: regido que codifica para rRNA 18S; ITS: espagador interno; 5,8S
regido que codifica para rRNA 28S; NTS: espacador intergénico.

NTS ETS 18S ITS1 5.88 ITS 2 28S
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Alvarez e Wendel (2003), em seu trabalho, explicam as vantagens da utilizagdo da

regido de ITS para estudos filogenéticos:

heranca biparental: revela casos passados de reticulacdo, especiacdo hibrida, e
parentesco de poliploides, o que ndo pode ser observado em genoma de
organelas;

universalidade: as regioes dos genes do rRNA sdo altamente conservadas. White
et al. (1990), com base nessa informacao, descreveram um grupo de primers que
se alinham nessas regides, Uteis para amplificar seqiiéncias a partir de plantas e
fungos permitindo que a seqiiéncia de ITS seja rapidamente obtida;

simplicidade: devida a repeti¢do esses sao mais facilmente isolados do que locos
de baixo numero de copias;

uniformidade intragenomica: familias multigénicas podem estar sujeitos a
processos de coevolugdo. Esse processo elimina variagdes da seqiiéncias dentro
do genoma dando forma para reconstrucdes filogenéticas;

variabilidade intergendmica: o nivel de variacdo da regido de ITS ¢ adequado
para inferéncias filogenéticas em nivel de espécie, género ou familia.

baixa pressdo funcional: como a regido de ITS ¢é removida durante o
processamento do transcrito, ela estd sujeita a baixa pressdo de selegdo,
oferecendo preponderancia de sitios de nucleotideos que poderdo evoluir

essencialmente de forma neutra.

Essas vantagens explicam o fato observado por Alvarez & Wendel (2003), para os

quais a grande maioria dos trabalhos de comparagdes em nivel de género e abaixo desse nivel,

incluem dados da seqiiéncia de ITS e justificando a escolha dessa regido para identificacao do

endofitico isolado usando os primers ITS1-ITS2 e ITS3-ITS4 para amplificagdo do rDNA por

meio de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase).

O seqiienciamento gerou duas seqiiéncias de rtDNA correspondentes respectivamente

as regides ITS1 (416 pares de bases) e ITS2 (382 pares de bases). Por meio dos programas

BioEdit Sequence Alignment Editor e Clustal W Multiple Alignment, foi feito o complemento

inverso para o seqlienciamento ITS2 alinhando com ITS1 e complementando a seqiiéncia de

bases para obter uma regiao com 462 pares de bases. Esta seqiiéncia salva no formato Fasta

foi usada para pesquisa no GenBank do NCBI HomePage (National Center for Biotechnology
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Information - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) através do programa BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool) para identificacdo do endofitico.

Figura 42 — Eletroforese em gel de Agarose 1% para confirmar a extracdo de rDNA

amplificado por PCR das regides ITS1 e ITS2 do fungo endofitico isolado FBS.

Fonte: O autor, 2009.

Tabela 24. Descri¢do das ferramentas da familia BLAST.
FAMILIA DE PROGRAMAS BLAST

blastp compara uma seqiiéncia de aminoacido vs banco de dados de proteinas
blastn compara uma seqiiéncia de nucleotideos vs banco de dados de nucleotideos
blastx compara seis fases de leitura de um nucleotideo vs banco de dados de proteina

compara todas as seis fases de leitura abertas da seqiiéncia de nucleotideos vs
tblastx
banco de dados de nucleotideos

Usando a ferramenta BLASTn do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), encontrou-

se 99% de similaridade por meio de mais de 200 pares de bases, tendo como classificagcdo
taxondmica molecular Colletotrichum gloeosporioides sendo este a fase anamorfica, e sua

fase teleomorfa Glomerella cingulata.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 43 — Diferentes telas capturadas do site NCBI HomePage (National Center for
Biotechnology Information - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) apos submeter seqiienciamento do rDNA das regides ITS1 e ITS2.

{sian in] [Reqister|

» NCBI/ BLAST/ blasin suite/ Formatting Results - 8V9SR68A016

Edit and Resubmit  Save Search PFormatting options  >Download

Nucleotide Sequence (462 letters)

Query ID Idl|19657 Database Name nr
Description None All GenBank+EMBL+DDB1+PDB sequences (but no EST, 5TS,
Molecule type nucleic acid GSS,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences)
Query Length 462 BLASTN 2.2.21+ VCitation

Refersnce
Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and Webb Miller (2000), "A greedy algarithm for aligning DNA sequenc:

1 Comput Biel 2000; 7(1-2):203-

Other reports: PSearch Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results]

¥ Graphic Summary

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &)

‘Muuse-wer to show defline and scores, click to show alignments ‘

Coelor key for alignment scores

¥ Descriptions
Legend for links to other resources: [ unicene 3 6o [E Gene B structure [ Map Viewer

Sequences producing significant alignments:
(Click headers to sort columns)

A Description Max score Total score Query — E value Max ident Links
Funaal endophvte sp. AILI-1 185 ribosomal RNA gene, partial seque 824 824 99% 0.0 55%
Fungal endophyte strain 761 18S ribosomal RNA gene, partial seque 824 824 99% 0.0 99%
Glomerellz cinqulata strain 2101 185 ribosomal RNA qene, partial =t 824 824 99% 0.0 99%
Glomerella cinqulata strain NIDCC 26V internal transcribed spacer = 824 824 99% 0.0 55%
Colletotrichum sp. VeqaS94 internal transcribed spacer 1, partial se 824 824 99% 0.0 99%
Glomerella cinqulata qenes for 185 rRNA, ITS1, 5.85 rRNA, ITS2, 2 B24 824 95% 0.0 99%
Colletotrichum alososporioides isolate Ca16 185 ribosomal RNA aer 824 824 99% 0.0 55%
Glomerella cinqulata strain A28 185 ribosomal RNA qene, partial se 824 824 99% 0.0 99%
Glomerella cingulata isolate PO13 internal transcribed spacer 1, parf 824 824 95% 0.0 99%
Colletotrichum alosesporicides isolate Ca 28 185 ribosomal RNA ae 824 824 99% 0.0 55%
Colletotrichum aloeosporioides isolate Cq 41 185 ribosomal RNA ge 824 824 99% 0.0 99%
Colletotrichum sp. 81-25-0-Mexico 185 ribosomal RNA qene, partia 824 824 99% 0.0 99%
Colletotrichum alosesporicides strain ZED432 internal transcribed =t 824 824 99% 0.0 99%
Colletotrichum glososporivides isolate CG PMS3 188 ribosomal RNA 824 824 99% 0.0 99%
Colletotrichum glososporivides isolate CG P1 185 ribosomal RNA qe 824 824 99% 0.0 99%
Glomerella cinqulata qenes for ITS1, 5.85 rRNA, [TS2, isclate:MAFF 824 99% 0.0 99%
Glomerella cingulata aene for 185 rRNA, partial sequence, isolate:l 824 99% 0.0 55%
Glomerella cingulata genes for IT51, 5.85 rRNA, ITS2, complete sel 822 58% 0.0 99%
Glomerella cinqulata strain msy84 185 ribosomal RMA qene, partial 822 95% 0.0 98%
Glomerella cinqulata strain £12 185 ribosomal RNA qene, partial se 822 99% 0.0 98%
Glomerella cinqulata strain A11 135 ribosomal RNA qene, partial se 822 99% 0.0 28%
Colletotrichum alosesporicides isolate Ca 37 185 ribosomal RNA ae 822 95% 0.0 98%
Colletotrichum alosesporicides isolate CG PMS1 188 ribosomal RNA 822 99% 0.0 55%
Fungal endophyte strain 1076 185 ribosomal RNA gene, partial seq 821 99% 0.0 28%
Glomerella cingulata qenes for 185 rRNA, ITS1, 5.85 rRNA, ITS2 ar 821 58% 0.0 99%
Glomerellz cinqulata isolate Strawberry-6 internal transcribed space 821 98% 0.0 99%
Glomerella cinqulata isolate LA-oak-6 internal transcribed spacer 1, 821 58% 0.0 99%
Glomerella cinqulata isolate SS-grape-10 internal transcribed space 821 58% 0.0 99%
Glomerellz cinqulata isolate D2-0ak-12 internal transcribed spacer 821 98% 0.0 99%
Glomerella cinqulata isolate SS-0ak-2 internal transcribed spacer 1, 821 98% 0.0 55%
Glomerella sp. 145GM/T 1S ribosomal RNA qene, partial sequence 918 99% 0.0 28%
Funaal endophvte sp. AiSS 185 ribosomal RNA qene, partial sequen a1s 95% 0.0 98%
Colletotrichum sp. Veqs593 internal transcribed spacer 1, 5.85 ribo. 819 99% 0.0 98%
Colletotrichum sp. VeqaE4-5 internal transcribed spacer 1, partial s 819 99% 0.0 ag%
Funaal'sp. ARIZ L208 185 ribosomal RNA aene, partial sequence; ir 817 58% 0.0 98%
Glomerella cinqulata strain UCA20122 internal transcribed spacer 1 817 99% 0.0 98%
Colletotrichum sp. ESTS internal transcribed spacer 1, partial seque 817 99% 0.0 28%
Colletotrichum alosesporicides isolate COL13 185 ribosomal RNA at 817 95% 0.0 98%
Colletotrichum alosesporicides isolate 412 185 ribosomal RNA qene 817 99% 0.0 98%
Colletotrichum ricini isolate NW357C 185 ribosomal RNA gene, parti 817 99% 0.0 28%
Colletotrichum glososporivides isolate Coll 414 internal transcribed 815 58% 0.0 28%
Funaal endophvte sp. PS4-002 185 ribosomal RNA asne, partial seq 813 99% 0.0 98%
Colletotrichum alososporioides strain CZ043C internal transcribed = 813 99% 0.0 98%

m alo clone 20185 RNA gene, £ 813 99% 0.0 28%

Fonte: O autor, 2009.
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Com base nos resultados do GenBank-NCBI, foi gerado a arvore filogénica de

similaridade para 99-98% de identidade com um escore maximo de 824 a 813.

Figura 44 — Arvore filogénica para resultados do BLASTn maxima similaridade, 98-99%.
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2 Colletotrichum gloeospatioid..
Colletotrichum gloeospoticid..
Colletotrichum glososparioid..
Colletottichum gloeospaticid..
2 Colletotrichum gloecsporicid..
Colletotrichum gloeospatioid..
Colletottichum alosospatioid..
s Colletotrichum gloeosparioid..
Colletotrichum gloeospoticid..
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* Colletotichum sp. PROS09 1...
Fungal endophyte shain 965 .
Furigal endophute strain 952
Glomerella cingulata isolate 11,
Glomerslla cingulafa isolate ...
Glomerella cingulata isolate T...
Glomerella cingulatuisolate T..
Glomerella cingulafa isolate 1...
& Glomerslla cingulataizolate T...
Colletottichum gloeosparoi...
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Colletotrichum glososporioi...
Colletotrichum alosospati
Colletottichum aloenspor
Colletotrichum gloeosparici...
Colletottichum aloeospatioi...
& Colletotrichum gloeosporio..
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Fonte: O autor, 2009.
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Figura 45 — Arvore filogénica destacando fungos de maior similaridade com a o endofitico

isolado (FBS) identificado pelo codigo Icl 19657 gerado pelo programa BLASTn.

Fonte: O autor, 2009.
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No anexo F encontra-se o alinhamento gerado pelo programa BLASTn para a

sequéncia de microrganismos apresentado na figura 45.

3.8. DETERMINACAO DE FENOIS TOTAIS

Devido os metabolitos de Colletotrichum gloeosporioides apresentarem compostos

fenodlicos, muitas vezes derivados diretamente do fenol ou acido benzodico, como o acido

coletotrico, sendo sua quantificagdo possivel pelo uso do reagente de Folin-Ciocalteu que se

baseia em reacdes de oxi-redugdo mediante a formagdo de um complexo de coloragao azul

ocorre em meio alcalino, derivado da reducdo do reagente pelas hidroxilas fendlicas e sendo

quantificado por espectrofotometria (FOLIN; CIOCALTEU, 1927; SCALBERT, 1992).
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Para determinacao desses fenois totais foram testados trés métodos: Makkar et al.

(1993), Slinkard e Singleton (1977) e Swain e Hills (1959) para estudo comparativo, ja que

apresentam diferentes procedimentos com base no mesmo reagente, Folin-Ciocalteu.

Os métodos aqui estudados para determinar fenois totais foram identificados por:

e Me¢étodo 1 - Makkar et al. (1993);
e Mz¢todo 2 - Slinkard e Singleton (1977);
e Me¢étodo 3 - Swain e Hills (1959).

3.8.1 — Curvas de Calibracao

As curvas de calibracdo obtidas para acido galico e acido tanico, mostraram

similaridade quanto ao coeficiente (inclina¢do) da reta para os métodos de 1 (Makkar) e 3

(Swain), porém, para o método 2 (Slinkard) observa-se decréscimo na linearidade com o

aumento da concentracdo dos padroes, isto deve-se a solugdo de carbonato de sodio que nao

permite ter-se um meio alcalino ideal para a formag¢do do complexo estavel com o

grupamento fenolico.

Grafico 03 — Curva de calibragdo do acido galico para o método de Makkar et al. (1993).
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O método 2 pode ser usado para determinagdo de baixos teores de fenois , proximo
de 15 pg mL'l, que esta na faixa de absorbancia até 0,8, onde se mantém a linearidade

fazendo com que o valor de R? seja de 0,99682.

Grafico 04 — Curva de calibragdo do acido galico para o método de Slinkard e Singleton

(1977).
1,8 ~
B Padroes
1,6 4 ——— Curva de Regressao Linear
14 —— Curva Polinomial de 2° Ordem
Equacgao Linear:
1,2
4 Y=0,21653 + 0,02493X
1,0
© R’ = 0,92365
‘o 0,8 -
c ] sp=0,1873 - A
«S Equacgéao Polinomial:
o 0,6
= P < 0,0001 g2
o =-0,00337 + 0,06027X - 7,39134.10°X
N 0,4 -
2 ] R?=0,99448
0,2 - ’
SD =0,03828
0,0
P < 0,0001
-0,2
-0,4 -
v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1
-10 0 10 20 30 40 50 60

Concentracao (ug/mL)

Grafico 05 — Curva de calibragdo do acido galico para o método de Swain e Hills (1959).
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Uma das limitagdes em geral dos métodos relaciona-se a escolha de uma substincia
de referéncia para expressar o teor de fenois. Se a capacidade de redugdo da substincia
selecionada como padrdo ndo é precisamente a mesma do extrato analisado, a concentracao
calculada a partir da curva padrao nao refletira, obviamente, o teor de fenois da amostra

(APPEL et al., 2001).

Grafico 06 — Curva de calibragdo do acido tanico para o método de Makkar et al. (1993).
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Grafico 07 — Curva de calibragdo do 4cido tanico para o método de Slinkard e Singleton (1977).
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Grafico 08 — Curva de calibragdo do acido tanico para o método de Swain e Hills (1959).
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3.8.2 — Teor de fenois nos extratos

Outra limitagdo atribuida aos métodos de quantificagao que se utilizam dos reagentes
de Folin-Denis e Folin-Ciocalteu, encontra-se no fato de os reagentes serem inapropriados
para a comparacao do conteudo fendlico de amostras de diferentes extratos vegetais. Embora
o reagente seja reduzido pelas hidroxilas aromaticas, caracteristicas de todos os fenois, a
reducdo depende da estrutura fendlica, além do fato de o reagente poder ser reduzido por
outros constituintes do extrato, como alcaldides e proteinas, por exemplo. Dessa forma, a
composi¢ao e a quantidade de fendis podem ser diferentes, mesmo quando a absorvancia ¢
semelhante. Por essa razao, os reagentes de Folin-Denis e Folin-Ciocalteu ndo fornecem uma
idéia exata da quantidade de fendis, mas sim da capacidade de redugdo da amostra analisada
(APPEL et al., 2001).

As leituras de absorbancia foram todas feitas dentro da escala dos padroes e do feixe
espectrométrico do aparelho, leituras de 0 a 2 em absorbancia. Os valores apresentados acima
dessa escala foram obtidos pela dilui¢ao da amostra até estar dentro da escala sendo os valores

da leitura corrigidos pelo Fator de Diluigao (FD).
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Figura 46 — Valores de absorbancia para os extratos obtidos a partir do endofitico isolado,
FBS, para o método de Makkar et al. (1993).
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Tabela 25. Valores de absorbancia para os extratos obtidos a partir do endofitico
isolado, FBS, para o método de Makkar et al. (1993).

Concentracao Absorbancia
(mg mL™) Hexano Cloroféormio Acetato Metanol  Etanol
10 0,349 3,408 10,254 7,198 5,907
20 0,461 5,324 13,679 11,028 8,156
40 0,592 6,533 16,387 13,921 9,358

O extrato bruto da fracdo acetato apresentou a melhor capacidade redutiva
comparado aos demais, devendo conter maior teor de compostos fendlicos, provavelmente

flavondides. A fragdo metanol, por ser uma fracdo final do processo de extracdo, apresenta
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muitos compostos glicosilados, sendo assim uma explicagdo para a capacidade redutiva do

extrato.

Figura 47 — Valores de absorbancia para os extratos obtidos a partir do endofitico isolado,
FBS, para o método de Slinkard e Singleton (1977).
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Tabela 26. Valores de absorbancia para os extratos obtidos a partir do endofitico
isolado, FBS, para o método de Slinkard e Singleton (1977).

Concentracao Absorbancia
(mg mL™) Hexano Cloroformio Acetato Metanol  Etanol
10 0,041 0,164 0,300 0,832 0,142
20 0,056 0,359 0,503 0,904 0,313

40 0,065 0,584 0,574 0,955 0,564
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Como o extrato etandlico ndo foi fracionado, seu extrato equivale a todas as fragdes
dos demais extratos, ou seja, seu extrato contém uma mistura rica em substancias de todos os
outros, tendo sua capacidade redutiva equiparada a fragcdo cloroférmica, que apresentaria
compostos fenodlicos com menor nimero de hidroxilas, provavelmente derivados do acido

benzodico, fenilpropandides e cumarinas.

Figura 48 — Valores de absorbancia para os extratos obtidos a partir do endofitico isolado, FBS,
para o método de Swain e Hills (1959).
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Tabela 27 — Valores de absorbancia para os extratos obtidos a partir do endofitico
isolado, FBS, para o método de Swain e Hills (1959).

Concentracao Absorbancia
(mg/mL) Hexano Cloroférmio Acetato Metanol  Etanol
10 0,595 0,845 1,225 0,954 0,647
20 1,058 1,917 2,276 1,718 1,264
40 1,435 2,240 4,196 3,167 2,758

O extrato hexanico ¢ a fragdo mais pobre em compostos fenolicos ja que nao possui
polaridade, sendo responsavel pela remocao de ceras, 6leos e gorduras das células secas do
fungo, tanto que sua fragdo € viscosa comparada as demais, tendo densidade (d=0,890 g cm™)

comparavel ao 6leo de soja (d = 0,914 g cm™).
3.8.3 — Calculos para Fenois Totais (FT)

Os valores de fenois totais (FT) sdo expressos em equivalentes de acido galico
(EAG) e/ou acido tanico (EAT) que se encontram na tabela 28 para os métodos utilizados.
Abaixo temos o exemplo de como foi realizada a conversao para EAG para o extrato acetato
na concentracio de 10 mg mL™! para o método de Makkar et al (1993).

1. O extrato utilizado no ensaio contém 40 puL de FT que resultou em uma
absorbancia de 10,254 que equivale a 1,074 pg/mL de AG (dado obtido a partir
da curva padrao).

2. Para 50 g de células secas, usa-se 1000 mL de solvente, logo, 500 mg de célula
¢ extraido com 10 mL de solvente, entdo, 500 mg de extrato tera 1,074 x 10 =
10,74 pg =0,01074 mg AG.

3. Se para 500 mg de extrato tem-se 0,01074 mg AG, para 500 g tera 0,01074 g
de AG.

4. As células do fungo contém 81,03 % de matéria seca (MS), isto implica, que

1,326 % ¢ de AG.
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Tabela 28 — EAG' ¢ EAT? dos fendis totais para os extratos do endofitico isolado, FBS, na
concentragdo de 10 mg mL™" apresentando a percentagem média de matéria seca (Yomeaia de MS)
para AG' e AT

EAG (mg) Yomadia EAT (mg) Yomdia
Extrato
Método1 Método2 Método3 MSde AG Método1l Método2 Método3 MSde AT
Hexano 0,356 2,176 0,707 0,133 0,855 0,717 1,219 0,115
Cloroformio 3,565 2,206 3,558 0,384 3,040 0,744 2,951 0,277
Acetato 10,747 2,240 10,497 0,966 7,930 0,775 7,166 0,653
Metanol 7,541 2,373 7,396 0,712 5,747 0,388 5,282 0,490
Etanol 6,187 2,201 6,091 0,596 4,825 0,739 4,490 0,414

" AG = Acido Galico

? AT = Acido Tanico
Como afirmado anteriormente, o método 2 ¢ limitado para determinagdo de fendis
totais devido ndo se ter a faixa ideal de pH no meio por causa da baixa concentragdo de
carbonato de sddio, que ndo permite uma reacdo de oxi-redugdo total, ndo permitindo o
complexo fosfotiingstico—fenol se estabilizar para a leitura de absorbancia. Aplicando-se
ANOVA e teste de Tukey, verificaram-se diferengas significativas (P > 0,05) entre os
métodos, porém, os métodos 1 e 3 apresentam-se equivalentes quando comparado com os
valores de diferenca média (DM=0,0294), enquanto que para o método 2 tem-se DM=3,440 ¢

DM=3,411, respectivamente para os métodos 1 e 3.

Grafico 09 — Comparativo para os valores em EAG para os extratos do fungo endofitico
isolado, FBS, para os trés métodos avaliados.
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Grifico 10 — Comparativo para os valores em EAT para os extratos do fungo endofitico
isolado, FBS, para os trés métodos avaliados.
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3.9. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE in vitro

Evidéncias crescentes do papel dos antioxidantes na prevenc¢do de certas doengas t€ém
conduzido ao desenvolvimento de grande numero de métodos para determinar a capacidade
antioxidante (PEREZ-JIMENEZ ¢ CALIXTO, 2006).

Os métodos in vitro sdo avaliagdes potenciais da atividade antioxidante de um
determinado composto puro ou extrato, ja que a interacdo fisiolodgica entre o organismo € o
antioxidante ndo ¢ estudada, como ocorre nos métodos in vivo. Para a utilizagdo de
antioxidantes em alimentos, para fins tecnologicos, a avaliacdo in vitro, se bem conduzida,

fornece uma estimativa importante do potencial antioxidativo do composto em analise.

Figura 49 - Estabilizacdo do radical livre de DPPH.
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O principio do ensaio do DPPH ¢ a redugdo do radical livre estavel 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila, que pode ser obtido diretamente por dissolu¢do do reagente em meio
organico, o qual apresenta o maximo de absorcdao a 515-520 nm. Ao abstrair um radical
hidrogénio do antioxidante em estudo, observa-se uma diminui¢do da absorbancia e da
coloracao.

O ensaio do DPPH ¢ um teste rapido e simples, com boa reprodutibilidade dos
resultados, que ndo envolve condigdes drasticas de temperatura e oxigenagdo. Entretanto,
algumas precaugdes devem ser tomadas quanto a utilizacdo do método e interpretacao dos
resultados, dentre eles, o tipo e concentracdo do composto analisado (composto puro ou
mistura de compostos), cinética de reacdo do antioxidante, caracteristicas do meio reacional
(pH, tipo de solvente), presenca de interferentes, afinidade solvente-substrato e maneira de
expressar os resultados (ARNAO,2000; BONDET, BRAND-WILLIAMS e BERSET,
1997;BRANDWILLIAMS, CUVELIER e BERSET, 1995; LLESUY et al. , 2001;
MOLYNEUX,2004).

A evolucao dos diferentes tipos de cinética de reagdo depende da natureza do
antioxidante que esta sendo testado. Trés comportamentos cinéticos sao observados: rapido,
em que os compostos antioxidantes reagem imediatamente com os radicais livres DPPH,
atingindo o estado estacionario em menos de um minuto; intermedidrio, em que este
comportamento ocorre entre 5 ¢ 30 minutos; e lento, em que o tempo necessario para os
compostos alcancarem o estado estacionario se encontra entre 1 e 6 horas
(BRANDWILLIAMS, CUVELIER e BERSET, 1995). Neste ultimo caso, a determinagao da
atividade antioxidante dos compostos no intervalo de 30 minutos de reagdo pode ser erronea e
comprometer a veracidade dos resultados, pois a reacdo entre os radicais livres DPPH e estes
compostos ainda pode estar progredindo apds este periodo.

A comparagdo da atividade antioxidante foi feita frente aos padrdes de acido acido
galico (AG), cinética rapida; acido ascorbico (AA), cinética intermédidria e 2,6-di-ferc-butil-

4-metilfenol (BHT), cinética lenta.

3.9.1 — Cromatografia em camada delgada comparativa

A CCDC dos extratos revelada com cloreto férrico 1% em metanol confirmou a

presenca de substincias fendlicas derivadas da classe dos taninos pela apresentacdo de
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coloracdo azul escura tal qual a substancia utilizada como padrdo de taninos, acido galico
(WAGNER et al., 1984; TOLEDO, 2000). O acido galico apresentou uma mancha com
Rf=0,42 e os extratos apresentaram uma mancha no ponto de aplicacdo e apenas os extratos
polares apresentaram outra com Rf=0,39.

Quando reveladas com DPPH, as amostras dos extratos revelaram manchas amarelas,
sobre um fundo violeta, da mesma forma que o padrdo de acido galico apresentou. Todos os
extratos apresentaram uma mancha amarela no ponto de aplicacdo e os extratos polares
apresentaram outra mancha no Rf 0,39, referente a mancha de derivados de taninos revelada
anteriormente com cloreto férrico 1% em metanol.

A determinacdo da capacidade de seqiiestro de radicais livres indicou que os extratos

polares tém potencial maior do que o extrato obtido com cloroférmio.

3.9.2 — Determinacio da atividade seqiiestrante in vitro

A cinética de reacdo foi estudada com base no monitoramento do decréscimo de
absorbancia dos radicais livres DPPH presentes no meio da reacdo em virtude da redugdo
destes radicais pelos compostos antioxidantes dos extratos brutos calculando-se o percentual
de DPPH remanescente (% DPPHRggm) € plotando-se os valores no grafico (%DPPHggym) em

funcao do tempo.

AbsAmostra - AbSControle

AbSControle

O extrato hexanico teve mesma cinética lenta similar ao BHT, enquanto os extratos
de baixa polaridade (cloroférmio e acetato) e metanol, tiveram cinética intermediaria similar
ao Acido ascorbico. O extrato etandlico por nio ter sido particionado apresentou a cinética
mais rapida, tendo se estabilizado em torno de 10 min., ou seja, tempo em que foi consumido
por completo os compostos com atividade antioxidante presente no extrato pelo DPPH.

A atividade seqiiestrante de DPPH ou percentual de atividade antioxidante dos

extratos e padroes foram expressas segundo a equagao:

{[AbSCOntrole - (AbSAmostra - AbSBranco)] X 100}

0%AA =
AbSControle
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onde, Abscontrole € @ absorbancia do controle (DPPH+Metanol), que nao foi incubado com o
extrato bruto e padrdes, Absamostra € @ absorbancia das amostras incubadas com diferentes
concentragdes dos extratos e padroes € Absprance que ¢ a absorbancia do branco

(Metanol+Extrato Bruto).

Grafico 11 — Percentual de DPPH remanescente nos extratos do fungo endofitico isolado,
FBS, para a concentragdo de 40mg mL™" e dos padrdes (AG, AA e BHT) no decorrer do

tempo.
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Os resultados da avaliagdao do percentual de atividade antioxidante (%AA) dos
extratos, nas concentracdes de 10, 20 ¢ 40 mg mL™ determinado pelo ensaio de DPPH, estio
representados no graficol2, mostrando que todos os extratos tiveram AA, contudo o extrato
hexano apresentou menor atividade, como previsto por ser a fracdo apolar, os extratos
cloroférmio e acetato apresentaram atividade equivalente, e os extratos mais polares (metanol
e etanol) atingiram um maximo de 98,41% e 96,48% respectivamente para as concentragdes

de 40 mg/mL.
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Grafico 12 — Percentagem da atividade antioxidante (AA%) dos extratos brutos obtidos a
partir do fungo endofitico FBS nas concentragdes de 10, 20 e 40 mg mL™"' com DPPH para o
tempo de 30 min.
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Observou-se correlacdo positiva entre a concentracdo de fenois totais (FT) em
equivalentes de acido galico (EAG) com a atividade antioxidante (AA) expressa pela
concentragdo eficiente (CE) de acido galico (AG) (ng/mL), obtendo-se R*=-0,99109. Para
isso, substituiu-se X na equacao de %AA para o AG: Y = 82,58699 — 2,54994X, com R*=-
0,99354, pelas massas de FT obtidas no método de Makkar et al. (1993), contidos na tabela
29, obtém-se a concentragdo eficiente (CE) de AG (ug mL™).

Tabela 29 — Fenois totais em EAG (mg) do extrato hexanico do endofitico FBS e atividade
antioxidante expressa em concentracao eficiente de AG (CExg)

Extrato FT em EAG (mg)* CE ¢ (ug mL")**
Hexano 0,356 81,68
Cloroférmio 3,565 73,49
Acetato 10,747 55,18
Metanol 7,541 63,36

Etanol 6,187 69,81
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Grafico 13 — Correlagdo entre fenodis totais expressos em equivalente de acido galico, EAG,
e atividade antioxidante, expressa em concentracdo eficiente de acido galico, CEag, para o
extrato hexénico do endofitico FBS, identificado como Colletotrichum gloeosporioides,
isolado de Mirabilis jalapa.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos e apresentados neste trabalho permitem concluir que o fungo
endofitico associada a planta Mirabilis jalapa encontra-se presente na semente, logo podem
ser disperso em diferentes areas pelo transporte de formigas ou aves.

As propriedades terapéuticas associadas a planta, também podem estar associados
aos metabolitos secundarios produzidos pelo endofitico isolado, uma vez que os extratos
brutos de diferente fragdes polares da matéria seca apresentaram atividade contra patogenos.
O endofitico isolado a partir da Mirabilis jalapa foi identificado por técnicas de biologia
molecular como sendo do género Colletotrichum gloeosporioides, fitopatdogeno que ocasiona
a antracnose em frutos, porém a planta aqui estudada ndo apresentou em nenhuma faze a
doenca.

A cultura de tecidos vegetais de Mirabilis jalapa s6 permitiu obter a cultura de calos,
onde seu extrato etanodlico apresentou atividade antimicrobiana contra Escheria coli. Nao
sendo possivel obter a cultura de raizes, para isolamento de metabodlitos secundarios, uma vez
que estas, raizes, sao tuberosas e ndo se desenvolveram.

Os estudos de cultura pareada permitiram avaliar que ndo houve inibicdo de
Phytophthora palmivora e Pseudomonas sp. pelo endofitico, Colletotrichum gloeosporioides.

O estudo dos extratos, obtidos a partir de partigdo com solventes de diferentes
polaridades permitiram avaliar a quantidade de fendis totais, presente na fragdo acetato, e a
avaliacdo do potencial de atividade antioxidante presente nos extratos metanoélico e etandlico.

Tem-se expectativa que possa ser purificado e isolado compostos que comprovem a
atividade antifungica e antibacteriana, ja que os extratos cloroférmicos e etandlicos

apresentaram atividade contra Pseudomonas sp. e discreta atividade contra P. palmivora.
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APENDICE A

PREPARO DE MEIOS

1. PREPARACAO DO MEIO PARA CULTURA DE TECIDOS

O preparo de 500 mL de meio nutritivo para cultura de tecidos foi efetuado de acordo
com o protocolo:

a) Em proveta de 500 mL adicionou-se 400 mL de agua destilada;

b) Adicionou 50 mL de solugdo estoque de sais MS ou B5;

c¢) Adicionou 15 mg de sacarose (3%) para o meio MS e/ou 10 mg de sacarose
(2%) para o meio BS5;

d) Ajustou o pH da solugdo ao valor de 5,7 por meio de NaOH (1 mol/L) ou HCI
(1 mol/L);

e) Completou o volume para 500 mL com agua destilada;

f) Transferiu 25 mL da solugdo para todos os frascos de cultura de tecidos;

g) Adicionou 0,5g de &agar-agar em cada frasco (exceto no preparo de meio
liquido);

h) Fechou-se os frascos e colocou-os na autoclave por 20 min. a 1 KgF/cm®.

1) Transferiu-se os frascos autoclavados para a capela de fluxo laminar, ligando-se
a luz UV por 15 min., esperando o meio de cultura gelificar ou atingir a
temperatura ambiente vedando os frascos com filme PVC.

2. PREPARO DE MEIOS DE CULTURA PARA FUNGOS
2.1 — Meio Batata-dextrose-agar (BDA)

Discos de batata descascada 200 g
Dextrose 20g
Agar-agar 10g
Agua destilada 1000 mL

Preparo: Ferva por 40 min. os discos de batatas descascadas em 500 ml de agua
destilada, e apds filtrar em gaze ou similar. Solubilizar a dextrose em 4gua, adicionando ao
caldo, misturar o dgar e completar com agua destilada para 1000 mL. Autoclavar por 20 min.,
transferir para capela de fluxo laminar, previamente esterilizada. Verter nos tubos de ensaios,
placas de Petri ou frascos Erlenmeyer fechando e vedando com filme PVC quando gelificar e
esfriar.

2.2 — Meio Batata-dextrose (BD)

Discos de batata descascada 200 g

Dextrose 20g
Agua destilada 1000 mL
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Preparo: Procedimento semelhante ao meio BDA, porém sem adi¢do de agar.
2.3 — Meio Leite-trigo-mel-agar (Lactrimel-agar)

Leite em po integral 20g
Farinha de trigo 20g
Mel 7g
Agar-agar 20g
Agua destilada 800 mL

Preparo: Dissolver o leite em 200 mL de agua destilada, reservando. Em outro
recipiente dissolver a farinha de trigo, o mel e o 4gar em 800 mL de 4gua destilada e levar
para banho-maria. Levar os dois recipientes para autoclavar (121°C/15 min.). Deixar esfriar

ao toque da pele misturando as duas solugdes na capela de fluxo laminar vedando com filme
PVC.

2.4 — Meio de Folhas (MF)

Peptona 5¢g
Glicose I5¢g
Agar I5¢g
Extrato da Folha 400 mL
Agua destilada — completar para 1000 mL

Preparo: O extrato da folha ¢ obtido pela trituracdo de 100 g de folha do qual se
1solou o endofitico em 400 mL de dgua sendo filtrada com gaze. Dissolver as demais
substancias completando o volume par a 1L e regular o pH para 7,9. Autoclavar (121°C/15
min.). Deixar esfriar ao toque para verter sobre as placas de Petri em capela.

2.5 — Meio Sabouraud (SAB)

Peptona 10g
Maltose 40¢g
Agar I5¢g
Extrato de levedura 10 mL
Agua destilada — completar para 1000 mL

Preparo: Dissolver as substancias em um béquer completando o volume par a 1L e
regular o pH para 6,8. Autoclavar (121°C/15 min.). Deixar esfriar ao toque para verter sobre
as placas de Petri em capela.

2.6 — Meio Agar-Agar (AA)
Agar I5¢g
Agua destilada — completar para 1000 mL
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Preparo: Misturar o d4gar em um béquer com agua completando o volume par a 1L e
regular o pH para 6,5. Autoclavar (121°C/15 min.). Deixar esfriar ao toque para verter sobre
as placas de Petri em capela.

3. PREPARO DE MEIO DE CULTURA PARA TESTE ANTIMICROBIANO

Infuso de corag@o bovino 10g
Infuso de cérebro de bezerro 75¢
Peptona 10g
Dextrose 2g

NaCl S5¢g

Fosfato dissodico 25¢g
Agar-agar I5¢g

Preparo: Suspender 52 g do meio em 1 L de agua destilada misturando. Sob
aquecimento e agitacdo freqiiente, ferver por 1 min. Corrigir o pH para 7,4. Esterilizar o meio
em autoclave (121°C/15 min.). Antes de usar o meio BHA (CREITZ e PUCKET, 1954)
delicadamente distribuir o precipitado possivel. Conservar refrigerado, e antes do uso aquecer
até 50°C e se necessario resuspender o sedimento. O meio BHI ndo leva agar-aga, servindo
para multiplicar as cepas de bactéria.
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APENDICE B

PREPARO DE SOLUCOES

1) Solugdo de Carbonato de sodio (20%): dissolver com H,O dest. em béquer 20 g de
carbonato de sédio (x10 H,O), transferir para baldo volumétrico de 100 mL
completando com H,O dest. até a marca do menisco. Homogeneizar ¢ guardar em
frasco de cor ambar.

2) Solugdo de Carbonato de sodio (2%): dissolver com H,O dest. em béquer 2 g de
carbonato de sodio (x10 H,0), transferir para baldo volumétrico de 100 mL
completando com H,O dest. até a marca do menisco. Homogeneizar e guardar em
frasco de cor ambar.

3) Solugcdao de Carbonato de sodio saturado: em béquer, com 100 mL H,O dest.
adicionou-se carbonato de sédio (x10 H,O) sob agitagao até formagao de corpo de
fundo. Filtrou-se a solugdo e transferir para frasco de cor ambar.

4) Solugdo estoque de acido tanico (1 mg/mL): dissolver 1,0 g 4cido tanico (Sigma-
Aldrich) em d4gua suficiente e transferir para baldo volumétrico de 100 mL
completando com H,O dest. até a marca do menisco. Homogeneizar e guardar em
frasco de cor ambar.

5) Solugdo estoque de acido gadlico (1 mg/mL): dissolver 1,0 g acido galico (Sigma-
Aldrich) em 4gua suficiente e transferir para baldao volumétrico de 100 mL
completando com H,O dest. até a marca do menisco. Homogeneizar e guardar em
frasco de cor ambar.

6) Solugdo tampdo acido acético/acetato de sodio pH=4,5: preparar 50 mL de uma
solucao 1 mol/L de acetato de sodio. Medir 43 mL em proveta da solucao de acetato
de sddio transferindo para béquer de 250 mL e adicionar 57 mL de &cido acético.
Homogeneizar e guardar em frasco de cor ambar. Verificar o pH, se necessario
corrigir.

7) Solugao estoque de 2,2-Difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) (40 mmol/L): em balanca
analitica de precisdo, pesou-se 0,1578 g de DPPH (Sigma, cédigo 095K1452),
solubilizando com metanol P.A., para HPLC, e transferindo para baldo volumétrico
de 10 mL e completando o volume. A solucdo foi armazenada em frasco de cor
ambar, envolvido em papel aluminio e em congelador. Retirando-se 15 min. antes do
uso para atingir a temperatura ambiente.
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8) Solugdo de dlcool etilico 70%: 750 mL de élcool etilico 92,5 °INPM e 250 mL de
agua para preparar um litro da solucao.

9) Lactofenol: 20g de fenol misturados a 40 mL de acido latico e 40 mL de glicerina
homogeneizando vigorosamente e fazendo a adigdo de 20 mL de agua destilada.

10) Azul de metileno: misturar em proveta 5 mL de azul de metileno em 195 mL de
agua. Apds o preparo usar em até uma semana.

11) Solugdo estoque de meio basal B5 (Gamborg, Miller, Ojima; 1968) (250x)

e Adicionou-se 125 mL solugdo estoque (8x) de macronutrientes do meio B5

e Adicionou-se 5 mL de solugado estoque (200x) de micronutrientes do meio B5S
e Adicionou-se vitaminas do meio B5;

e Adicinou-se 10 mL de solugdo estoque (100x) de Fe-EDTA;

e Completou-se volume para 1 L.

12) Solugdo estoque de Macronutrientes (Meio B5) (8x)

Solucdes Sais Massa em g
Al CaCl, . 2H,0 1,2
A2 (NH4),S04 1,072
A3 NaH,PO, . H,0O 1,2
A4 KNO; 20,0
A5 MgSO, . 7H,0 2,0

e Dissolveu-se as respectivas massas de cada sal em béquer transferindo para
balao volumétrico de 1 L e completando-se o volume com agua destilada.
e Utilizar 125 mL dessa solucdo para cada litro de solugdo estoque MS.

13) Solugdo estoque de Micronutrientes (Meio BS) (200x)

Solucbes Sais Massa em g

Bl MnSO, . H,0O 2,0

B2 ZnSQ, . 7 H,0 0,4

B3 H;BO; 0,6

B4 KI 0,15

B5 Na2M004 .2 Hzo 0,05

B6 CuSO, . 5 H,0O 0,005

B7 CoCl, . 6 H,0 0,005

e Dissolveu-se as respectivas massas de cada sal em béquer transferindo para
baldo volumétrico de 1 L e completando-se o volume com agua destilada.
e Utilizar 5 mL dessa solugdo para cada litro de solucdo estoque MS.
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Vitaminas Concentragao na solucio Concentra¢ao no meio de
estoque (g /200 mL) cultura (mg L")
Mio-inositol 5 100
Acido nicotinico* 0,05 1
Piridoxina 0,05 1
Tiamina 0,5 10

*Dissolver previamente em NaOH 1 mol L™

e Dissolveu-se cada vitamina em volumes individuais de 40 mL juntando-as todas
em uma proveta de 200 mL e completou o volume com agua destilada para 200

mL.

e Utilizar 4 mL dessa solucao para cada litro do meio de cultura.

Obs: A 4gua utilizada no preparo dessa solugdo ser previamente esterilizada em

autoclave a 120 °C por 20 minutos.

15) Preparo de 1 litro de soluc¢do estoque MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962)

e Adicionou-se 125 mL solugdo estoque (8x) de macronutrientes do meio MS
e Adicionou-se 5 mL de solugdo estoque (200x) de micronutrientes do meio MS
e Adicionou-se 10 mL de solucao estoque (100x) de FeEDTA

e Adicionou-se vitaminas de Nitch;
e Completou-se volume para 1 L;

16) Solugado estoque de Macronutrientes (Meio MS) (8x)

Solucdes Sais Massa em g
Al CaCl, . 2H,0 3,52
A2 KH,PO, 1,36
A3 NH4NO, 13,20
A4 KNO; 15,20
AS MgSO, . 7H,0O 2,96

e Dissolveu-se as respectivas massas de cada sal em béquer transferindo para
baldo volumétrico de 1 L e completando-se o volume com agua destilada.
e Utilizar 125 mL dessa solugdo para cada litro de solucao estoque MS.
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17) Solugdo estoque de Micronutrientes (Meio MS) (200x)

Solucdes Sais Massa em g

Bl MnSO, . H,0 3,38

B2 ZnS0O,4 . 7 H,0 1,72

B3 H;BO; 1,24

B4 NiSOy . 6 H,O 0,0104

B5 Na,MoO; . 2 H,0 0,05

B6 CuSO, . 5 H,0O 0,005

B7 CoCl, . 6 H,O 0,005

e Dissolveu-se as respectivas massas de cada sal em béquer transferindo para
baldo volumétrico de 1 L e completando-se o volume com agua destilada.

e Utilizar 5 mL dessa solucdo para cada litro de solugdo estoque MS.

18) Solugdo estoque de vitaminas de Nitch (Meio MS) (250x)

Substancia Concentrac¢ao na solucio Concentracao no meio de
estoque (g/200mL) cultura (mg/L)

Glicina 0,1 2

Mio-inositol 5 100
Acido nicotinico* 0,25 5

Piridoxina 0,025 0,5
Tiamina 0,025 0,5
Biotina 0,0025 0,05
Acido folico 0,025 0,5

* Dissolver previamente com gotas de NaOH 1mol/L

e Dissolver cada vitamina em volumes individuais de 20 mL, juntas todas elas e
completar para 200 mL da solugao estoque.
e Utilizar 4 mL dessa solugdo para cada litro de solugdo estoque MS.

Obs: A agua utilizada na confec¢do deve ser previamente esterilizada em autoclave a
120°C por 20 minutos.

19) Solugao estoque de Fe-EDTA (100x)

Solucio Sais Massa em g
Cl Na,EDTA 3,72
C2 FeSO, .7 H,0O 2,78

e Dissolveu-se 0 Na,EDTA em 100 mL de dgua quente;

e Em outro recipiente, dissolveu-se o FeSO4. 7H,0;

e (Colocou-se a primeira solu¢do em um baldo de 1 L acrescentando 200 mL de
agua e adicionou-se a segunda solugao;

e Agitou e completou-se para um litro.

e Utilizar 10 mL dessa solugdo para cada litro de solugdo estoque MS.
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ANEXO A

A dissertacdo foi escrita com base na ABNT (Associacao Brasileira de Normas

Técnicas) seguindo as NBR’s (Normas Brasileiras de Redacgao).

NBR 6021 — Informagao e documentagdo — Publicagdo periddica cientifica impressa —
Apresentacao.

NBR 6022 — Informacao e documentagdo — Artigo em publicagdo cientifica impressa —
Apresentagao.

NBR 6023 — Informagao ¢ documentagao — Referéncias — Elaboragao.

NBR 6024 — Informagdo e documentacdo — Numeragdo progressiva das se¢oes de um
documento escrito — Apresentacao.

NBR 6027 — Informacao e documentagdo — Sumario — Apresentagao.
NBR 6028 — Resumos — Procedimentos.

FURASTE, P. A. Normas Técnicas para o Trabalho Cientifico: Elaboracio e Formatago.
Explicitagdo das Normas da ABNT. 14 ed. Porto Alegre: s.n., 2006.
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ANEXO B
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ANEXO C
. ESTADO DE ALAGOAS y
SECRETARIA EXECUTIVA DE MEIO AMBIENTE RECURSOS HIDRICOS 134
ENE@TDTU#' D DO NMEIQ ARMBIENTE - IMA

DECLARACAO

Declaro para os dev1dos fins, que a planta enviada para ldenuﬁcag:do no herbario MAC do
Institute do Meio Ambiente do Estado de Alagoas, por Demetnus Pereira Morilla do cutso dc Pés-

graduagdo em Quimica e blotecnologla— UFAL trata-se de: °

- Mirabilis jalapa L.. pertecente a familia Nyctaginaceae registrada sob o MAC 39969;

Maceid, 14 de junho dz 2009

Y ]
b 0
pf M%@M@ l { ’Ucfv"u{ U‘{« J“ qwa Lem‘m
Ro:,cmgela%‘melra de Lvra Lemos Ma‘ 55329“3;@ At

GuURAD ORA‘-‘ERBJ“ND
Curadora do herbario MAC

Ay, Mlajor Cicero de Gées Monieire, 2187 - Mutange - CEPR. £87017-320 - Maseld/Al.
Fones: (0xx82) 3315 - 1738 {4747 [ 1766 [ 1778 - Fone/Fai: (0x232) 33161732
Site: www.ima.al.gowb: - esmail: ima.al.gov.br - Disk Ecclogia: 6800 82 1523
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ANEXO D

Alinhamento do seqiienciamento das regides ITS1 e ITS2 destacando a regido diferenciada (em amarelo) que foram usadas para complementar o
seqlienciamento usando no GeneBank NCBI — BLAST.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

D S e P [ T O T O e e e O T e O T
ITS1 TGACATACCTATACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTACGTCCGCGACCCTCCCGGCCTCCCGCCTCCGGGCGGGTCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAAC
ITS2 CCGCCGGAGGATAACCAAAC
Comp. TGACATACCTATACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTACGTCCGCGACCCTCCCGGCCTCCCGCCTCCGGGCGGGTCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAAC

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

D e e T I I I I e

ITS1 TCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGARAAT
ITS2 TCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGARAAT
Comp. TCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

D e T T T e I I T I e

ITS1 GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCA
ITS2 GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCA
Comp. GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCA

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

D T T e
ITS1 TTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCTCTCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACT
ITS2 TTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCTCTCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACT
Comp. TTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCTCTCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACT

410 420 430 440 450 460
e T S s e T T T
ITS1 TTACGTCTCGCACTGG
ITS2 TTACGTCTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCAATTTCCAAAGGTGA
Comp. TTACGTCTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCAATTTCCAAAGGTGA
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ANEXO E

CLUSTAL 2.0.5 MULTIPLE SEQUENCE ALIGNMENT
ITS1 TGN CHTNCCTATRC TATTGOT 03033 G THGGO TARGTERRGRCON TEONGERe TEDGERTONGEGEGEGTE0GIGE 80
1TS2 R T T T e iy S B

Cenplete TERCHATHCOTATECTGTIGOTTCGEIGEGTAGGETACETINGCENUCCToCDGGCET OO GUOTOOGEGIGEETEE0GE g0
L e p R e T T e e S s R e e s, - A e T

TR T

ITS1l ECGEEG GTTTCTTCTEAGTES 160
ITS2 COGEEG ! COAOGTTTOTTCTGAGTES a0
Conplato COGCoCa CETTTCTTOTERGTAS 160

nesend iw ﬂ...... . e b - MR e [ [ e

T R T T T N T R T

ITS1 TETCOTTEETTOTGEE TET TTa TCE 40
ITS2 TOTETTEETTCTE0H TGE TGT TTG TT T3 160
Conpleto TETETTGETTHTGG TGE TET TEG 240

LA | Y R | ap i w W e e P AT | Ch o el

TR I IR R L R T R R R R R T R R e R R R R R R R R R T R R F R R T T o T o

ITEL TETTT TToOGEER S0 TTOTECOCEGENT A0 TETTOCNCOCTON TTTOANCOOTOANGOTETE 220
1T TETTT TTEOGE000E0! TTCTGE0GGECATGOCTCTTOGEGOGTCATTTCARCCOTCANGATCTIE 240
Conpleta TCTTT Twuushccsﬂ TTETGGEGG TEOOTETTEGRGOETCRTTT enc GOTETEC 110
e n ....... 5 DTG L e T [ (et 1| DR By - e ;T I, T
IR E AR AN AR LR EE L R AR EE R R R R LR L R R R R R R R N A R LR R R R R R R R R RN A R R R LR RS R R R RN AN R L)
1781 TTEETATTEEGA0CE TR G TE8 TaTHGA0 0 TONIE 30 TH STA00GGNon0 TaTa GEETEETTTGEG n 400
ITs:2 TTGATATTEAEEC0CTACAGC TGATATAGACCCTCARR GG TAGTG00aGACCC TCTOGEAGOCTOOTTTA 120
Oemplets  TTGETATTEAGECOCOTACHECT GECOOTCANAGGTESTEa0GENCCOTATOR GucanTTTGcG 400

R - | « R I ERR S 1 AR | - RS | ¥ e .......lﬂﬂ....... Dﬂ

e R IR IR R LS E R E]

ITE1 CETOTEELE qwac-------------1-------r------------------------ 416

1T TTAOGTOTOGCRCTESE chs OTOTTEC0G TTT aET 103

Complata GTOTOGORCTEE anc dTﬂTTGﬂEG TTTE aaT 462
.......41n.......¢=n.....~.43 IR el v, gt 1 g T
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ANEXO F

SEQUENCIA DE PARES DE BASES DO ARQUIVO FASTA

>REGIAO ITS1 — FBS (416 pares-bases)
TGACATACCTATACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTACGTCCGCGACCCTCCC
GGCCTCCCGCCTCCGGGCGGGTCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAACTCT
GATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAAC
AACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGC
GCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCA
AGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCAAAGGTAGT
GGCGGACCCTCTCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG

>REGIAO ITS2 — FBS (382 pares-bases)
CCGCCGGAGGATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTAC
AAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCT
GTTCGAGCgTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGgCCCTACAGC
TGATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCTCTCGGAGCCTCCTTTGCGT
AGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCC
CCAATTTCCAAAGGTGA

>REGIAO ITS COMPLETA — FBS (462 pares-bases)
TGACATACCTATACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTACGTCCGCGACCCTCCC
GGCCTCCCGCCTCCGGGCGGGTCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAACTCT
GATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAAC
AACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGC
GCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCA
AGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCAAAGGTAGT
GGCGGACCCTCTCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG
GATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCAATTTCCAAAGGTGA



ANEXO G

Blast Tree View

Alignment view for RID: 8VISR68A016, query 1D: Icl| 19657, database: nr
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Mouse over the sequence identiter for sequence Litle

TGARCRTACCTAT-ACTET TECTTCGECGEETAGGETACGTCCECGACCCTCCCGE-CCTT
=R AT ACCTAT AR C TG T TGC T TCGGC GGG TAGGETA- -~ TCCGLEACCCTCCCGE-CCTIC
==ACATACCTATAACTGTTGCTTCECGCGGGTAGGET~C~TCCGCEGACCCTECCGG-CCTC
—=ACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGEGTAGGET~C~TCCGCGACCCTCCCGG-CCTC
==RCATACCTATAACTCTTGCTTCEGCGEETAGGET~C~TCCGCGACCCTCCCGG-CCTC
——ACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGEETAGGET-C-TCCGCGACCCTECCGE-CCTC
==ACATACCTATARCTGTIGCTTCCGCGEETAGGET-C~TCCGOGATCCTCCCGG-CCTC
= ACATACCTATAARCTGET TG T TCGECGEETAGGET-C-TCCELGACCCTCCCGE-CRTC
—~ACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGET C - TCCGCGACCCTCCCGG-CCT

==ACATACCTATAACTGTTGCTTCEGGCGEETAGGET - C-TCCGCGACCOTCCCGE-CCTC
==RCATACCTATARCTCTTGCTTCEGCGEETAGGET-C~-TCCGCEACCCTCCCGG-CCTC
——ARCATACCTATAACTET TG TICGEUGEETAGGET-C-TCCGLGACCCTCCCGE—CLTC
==ACATACCTATAACTETTGCTTCCGCGEGTAGGET-C~TCCGCEACCCTCCCGGCCCTC
TGAC-TACCTATAACTGTTGCTTCGGCGEGTAGGGET-C-TCCGCGACCCTCCCGG-CCTC
——ACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGEGTAGGGT - C-TCCGLGACCCTCCCGG-CCTC
—=ACATACCTATAACTGTTECTTICCGLGEGTAGGET-C-TCCECGACCCTECCGE-CCT

==ACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGEGTAGGGT~C-TCCGOGACCCTCCCGG-CCTC
——ACATACCTATAACTGTTGLTTCGECGEETAGGGT-C~TCCGCGACCCTCCCGG-CCTC
==RACATACCTATAACTETTGCTTCGGEGEGTAGGGT ~C-TCCGCEACCCTCCCGG-CCTC
——ACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGEGTAGGET-C-TCCGCEACCCTCCCGG-CCTC
== R ATACCTATARCTCETTGCTTCGGCGEETAGGET-C-TCCGTEGACCCTCCCGG-CCTC
——ACATACCTATAACTETTGCITCGGLGEETAGGET-C-TCCGCEACCLTCCCGE-CCTIC
==ACATACCTATAACTGTIGCTTCGGCGEGTAGGGT~C-TCCGCGACCCTCCCGG-CCTT
——ACATACCTATARCTGTTGCTTCGGCGEGTAGGGT-C~TCCGCGACCCTCCCGG-CCTC
——ACATACCTATAACTGETTGCTTCGGCGEGTAGGET—C~TCCGCEACCCTCCCGG-CCTIC
TGRCATACCTATALCTGTTGCTTCEGCGEGTAGGET-C~TCCECGACCCTCCCGG-CCTC
TGACATACCTATAACTGTTGCTTCGGLGGEGTAGGET-C-TCCGCEACCCTCCCGE-CCTC
——ACATACCTATAACTGTTGCTTCGGUGGGETAGGET-C-TCCGCGACCCTCCCGE-CLTIC
——ACATACCTATAACAGTTGCTTCEGGLGEGTAGSGT-C-TCCECGACCCTCCCGG-CCTC
==ACATACCTATAACTGTIGCTTCEGCGEETAGGET-C-TCCGCEACCCTCCCGG-CCTC
—— R A TACCTATAAC TG T TGL T ICGGECGEETAGGET - C-TCCGLGACCCTCCCEE—CCTIC
==ACATACCTATAACTETTGCTTCCGCGEGTAGGET~C~TCCGCEACCCTCCCGE~CCTC

==ACATACCTATARCTGTTGCTTCGGCGGGTAGGET -C-TCCGCGACCCTCCCGG-CLTC
==RCATACCTATARCTGTTGLTTCGGCGEETAGGET-C~TCCGCEACCOTCCCGG-CCTC
——ACATACCTATAACTGTTGCTTCGGLGEETAGGET - C-TCCGCGACCCTCCCGE—CCTC
==RCATACCTATAACTCTTGCTTCEGCGEGTAGGET-C-TCCGCGACCCTOCCGG-CCTC
——ACATACCTATAACTCTTGCTTCGGLGEGTAGGET-C-TCCGUGACCCTCCCGG-COTC
——ACATACCTATAACTGTTGCTTCGGLGGGETAGGGT - C~TCCGCGACCCTCCCGG-CCTC
——ACATACCTATARACTGTTGCTTCEGGCGGGTAGGET-C-TCCGEGRACCCTCCCBG-CCTC
==ACATACCTATARCTETTGCTTCGGCGGEGTAGGET~C~TCCGCGACCCTCCCGG-CCTC
——ACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGEETAGGGT - C—TCCGCEGACCCTCCLGE-CLTC
==ACATACCTATARCTCTTGCTTCGGCGGGTAGGET~C~-TCCGEEACCCTCCCGG=CCTIC
——ACATACCTATARCTGTTGCTTCGGEGEGTAGGET-C-TCCECGACCCTCCCGG-CCTC
——RCATACCTATAACTGTTGCTTCGGLGGETAGGET C-TCCGCGACCCTCCCGECCTIC

CCGCCTECEEGCGEETCGECECCCGCCGEAGGATARCCARRCTCTGATTITAACGACGTTT
CCGCCTLCGGEECEEETCGECECCCECCOEGAGGATAACCARACTCTIGATTITAACGACGTTIT
CCBCCTCCEGECEEETCGECECCCECCGEAGGATAACCAMACTCTGATTTARCGACGTTT
CCECCTCCEGECEEETCGECACCCECCOGAGGATAACCARACTCTGATTTARCGACGTTT
LT CCEGECEEETCGECECCCECCGERCGATAACCARACTCTGATTTAACGACGTTT
CCGCCTCCEGEECEEETCGECGCCCECCGEAGGATAACCAMCTCTGATTTAACGACGTIT
CCGCCTCCEGECGGETCGECGCCCEGCCGEAGGATAACCARACTCTGATTTARCGACGTTT
CCGCCTCCEGEECEGETCGECECCCEUCGGAGGATAACCARACTCTGATTTAACGACGTTT
CCGCCTICCEGECEEETCGECECCCECUGEAGGATAACCARACTCTIGATTTAACGACGTIT
CCECCTCCEGECEGETCGECECCCECCEEGRACGATAACCARRCTCTGATTTARCGACGTTT
LT CCEGeECEEETCGECECCCCCCGEACGATAACCARRCTCTGATTTARCGACETTT
CCECLTLCEGGECGEETCGECELCCELCGEAGGATAACCAMCTCTGATTTAACGACGTTT
CCECCTCCEGECELETCGECGCCCEGOCGEAGGATAACCARACTCTGATTTARCGACGTTT
CCECCTCCGGEECEEETCGECECCCECCEGAGGATAACCARACTCTGATTTARCGACGTTT
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CCGCCTCCGEEEGEETCGGCGLCCGLCEGAGGATAACCAARCTCTGATTTARCGACGTTT
CCGCCTCCGGEGLGEETCEGLGUCCGCCGEAGEATARCCARACTCTGATTTARCGACGTTT
CCGCCTICCGEGEGEGTCGGCGCCCGLCEGAGEATAACCAARCTCTGATTTAACGACGTTT
CCGCCTICCGEELGEETCEGCGLCCGCCCGAGGATARCCAARCTCTGAT TTAACGACGTITT
G CTCCGEGCGEGETCEECGCCCGLCEGAGEATAARCCARRCTCTGATTTARCGACGTITT
CCGCCTCCGEECEEGTCEGCGCCCGCCEGAGGATARCCARACTCTGATTTAACGACGTTT
CCGLCTCCGEGELGEETCEGLGLCUGUCEEAGEATARCCARARLTCTGATTTAARCGACGTTT
CCGCCTCCGEGLGEGETCOGLGLCCGUCEGAGEATAACCARACTCTGATTTARCGACGTITT
CCGCCTCCGEGCGEETCGGCGLCCGLLGGAGGATARACCAAACTCTGATTTAACGACGTTT
CCGCC T CCGEGLGEGETCEGC Gl CCGlCEGAGFATARCCARRCTCTGATTTAACGACGTITT
CCGCCTICCGEGLGEETCEGLGCCCGLCEGAGGATAACCAARCTCTGATTTAACGACGTTT
CCGLCTCCGEGLGEETCEGLGLCCGLCEEAGEATARCCAARCTCTGATTTARCGACGTTT
CCTCCGEGLGEETCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAARCTCTGATTTAACGACGTTT
CCGCCTCCGGEGLGEETCEGLGLCCGCCGEAGGATARCCARACTCTGATTTARCGACGTITT
CCGCCTCCGEGEGEGTCEGCGCCCGLCEGAGEATAACCAARCTCTGATTTARCGACGTTT
CCOCCTICCGEELGEETCOGCGLCCGCCCGAGCATARCCAARCTCTGATTTAACGACGTITT
CCGCCTCCGEGECEEETCEECGLCCGUCEGAGEATARCCARRCTCTGATTTARCGACGTITT
CCGCCTCCGEEEGEGTCGGCGCCCGUCEGAGGATARCCARACTCTGATTTAACGACGTTT
T CGEELGEETCEGCGLCCECCEEAGEATAACCAAACTCTGAT TTAACGACGTTT
CCTCCGGGLGEGTCAGCGLCCGCCEGAGEATAACCARRCTCTGATTTARCGACGTTT
CCGCCTCCGEGCGEGETCGGCGLCCGCUGGAGGATARCCAARCTCTGATTTAACGACGTTT
G TCCGEECEEETCEGLGLCCGUCEGAGEATAACCARACTCTGATTTAACGACGTTT
CCGECTCCGEEEGEETCEOUGCCCGLCEGAGGATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTT
CCGLCTCCGEELeEETUEGLGLCCGLCEEAGGATARCCARACTCTGATTTAACGACGTTT
CCGCCTICCGEGEGEETCGGCGCCCGLCEGAGGATAACCARACTCTGATTTARCGACGTTT
CCGCLTCCGGEGEGEETCGGLGLCCGCCGGAGGATARCCAARCTCTGATTTAACGACGTTT
CCGCCTCCGEGCeEETCEGCGCCCGCCEEAGEATAACCARRCTCTGATTTARCGACGTTT
CCGCCTCCGEECGEETCEGCGLCCGCCEGAGGATARCCAARCTCTGATTTARCGACGTITT
CCGCCTCCGEGECEEETCEECGCCCGLCEGAGEATAACCARRCTCTGATTTARCGACGETITT
CCGCCTCCGGEGEGEETCEGCGLCCGLCEGAGGATRACCARACTCTGATTTARCGACGTTT
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CTTICTGAGT GG TACAAGCAARTARTCARAACTTTTAACAACCGGATCTCTTGETTCTGGCA
CTTCIGAGTEGIACAAGCARATAATCARRACTTTTAACARCGGATCTCTTIGETTCTGGCA
CTTCTEAGTGGTACAAGCARATARTCARRACTTTTAACARCGGATCTCTTIGETTCTGGLA
CTTCTEAGT GG TACAAGC AR AT AR TCAN R ACTTTTARACAACGGATCTCTTGGTTCTGSCR
CTTCTIGAGTGGTACAAGCARATARTCARRACTTTTARCARCGGATCTCTTGGTICTGGCA
CTTCTEAGTGGTACAAGCARATAATCARRACTTTTARCARCGGATCTCTTGETTCTGGCR
CITCIGAGTGGTACAAGCARATAATCARRACTTTITAACAACGGATCTCTTGETTCTIGGLA
CITCTGAGTGETACAAGCARATARTCARRACTTTTRACARCGGATCTCTTIGETTICTGGCA
CTTCTCACTEGTACAAGCAA R TAATCARRACTTTTARCARACGGATCTCTTGETTCTGGCR
CTTCTGAGTGGTACAARGCARATAARTCARRACTTTTARCAACGGATCTCTTGETTICTGGCA
CTTCTGAGTGGTACAAGC AR AT AR TCARRACTTTTARCARCGGATCTCTTGETTICTGGCR

CTTCTGAGTGGTACARGCARATARTCARRACTTTTARCAACGGATCTCTTGGTTICTGGCA
CIT T GAGT GGTACAAGC AR R TARTCARRACTTTTARCARCGGATCTCTTGETTCTGGCR
CITCIGAGTGGTACAAGCARATAATCARARCTTTTARCAACGGRTCTCTTIGETTICTIGGCA
CTTCTEAGTGGTACAAGCARATARTCARRACTTTTAACAACGGATCTCTTGETTCTGGEA
CTTCTCGAGTGGTACAAGCAR AT AR TCARRACTTTTARCAACGCGATCTCTTGETTICTIGGCR
CTTCIGAGTGGTACAAGCARATARTCARRARCTTTTARCARCGGATCTCTTGETTCTGGCA
CTTCTCACT GG TACAAGC AR A TARTCARRACTTTTAACARCGGATCTCTTIGETTICTGECA
CITCIGAGTGGTACAAGCARATAATCARRACTTTITAACAACGGATCTCTTGETTCTGGLA
CITCTGAGTGETACARGCARATARTCARRRCTTTTARACARCGGATCTCTTIGGTTCTGGCA
CTTCTCAGTEGTACAAGCAA R TARTCARRACTTTTARCAACGGATCTCTTGETTCIGGCR
CTT T GAGT GG TACAAGCARATAARTCAARACTTTTAACAACGGATCTCTTIGETTCTGGCA
CITCTGAGTGGTACAAGC AR AT A AT AR RACTTTTARCAACGGATCTCTTGETICTGGCR
CITCIGAGTGGTACAAGCARATARTCARRACTTITARCARCGGRTCTICTTGETTICTGGLA
CTTCT AT GGTACAAGCAR AT AR TCAR RACTTTTAACAACGGATCTCTTGETTCTGGCR
CITCIGAGTIGGTACAAGCARATAATCARAACTTTITAACAACGGATCTCTTGETTICTIGGCA
CTITCIGAGTGGTACAARGCARATARTCARRACTTTTAACARCGGATCTCTTIGETTCTIGGCA
CTTCTCACGTCGTACAAGCARATARTCARRACTTTTARCAACGGATCTCTTGETTCTGGCR
CTTCTIGAGTGGTACAAGCARATARTCARRACTTTTARCARCGGATCTCTTGETTCTGGCA
CTTCTCGAGTGGTACAAGCARATARTCARRACTTTTARCAACGGATCTCTTIGETICTIGGCA
CTTCTGAGTGGTACAAGCARATAATCARRACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGLA
CTT T GAGTGGTACAAGCAARTAATCARRACTTTTARACAACGGATCTCTTIGETTCTIGGCA
CTTCTEAGTEGTACAAGLARRTARTCARRACTTTTAACARCGGATCTCTTIGETICTIGGCR
CTTCTGAGTGGTACARGCARATARTCARRACTTTTARCARCGGATCTCTTIGETTICTGGCA
CTTCTGAGTGGTACAAGC AR AT AR T AR RACTTTTARCAACGGATCTCTTGETTICTGGCR
CTTCIGAGTGGTACAAGCARARTARTCARARCTTTTAACAARCGGRTCTCTTGGTICTIGGCA
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CTTCTGAG TG TACARGCARRTAAT CARAACTTTTAACARCGGATCTCTTGGTICTGECA
CTTCTGAGTGGTACARGCARATAATCAALACTTTTARCARCGGATCTCTTGGTTCTGGCA
CTTCTGAGT GG TACARGCARLRTARTCARRRCTTTTRAACARCGGATCTCTIGETTICIGGCA
CTTCTGAGTGGTACARGCARATARTCARRACTTTTARCRACGGATCTCTIGGTTICIGGEA
CTTCTEAGTGGTACAAGC A A A TAATC AR ACTTTTAACAACGGATCTCTTIGETTCTGGER
CTICTGAGTGETACAARGCARARTARTCARARCTTTTRAACAACGGATCTCTIGEGTICTIGGECA
CTTCTCAGTEGGTACAAGCAAATAATCAARACTTTTAACRACGGATCTCTTGGTTCTGGECR
T TGAGTEETACAAGC AARTAATCAARACTTTTAACAACGGATCTCTTIGGTICTGGCA

TCGATGRAGARCGCAGCGA AL TGCGATARGTAATGTGARTTGCAGARTTCAGTGAATCAT
TCGAT GAAGARACGCAGC CARATGLGATAAGTAATGTGARTTGCAGAATTCAGTGARTCAT
TCGATCARAGALCGCAGCGAALTGCGATALGTALR TG TGARTTGCAGRAATTCAGTGAATCAT
TCGATGAAGAACGCAGCGARATGUGATARGTARTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
TCGATGRAAGRACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
TCGATGRAGARCGCAGCGARATGLGATRAGTARTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
TCGATGAAGAACGCAGCGARAATGCGATARGTARTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
TCGAT GAAGAACGCAGCGA AL TGCGATALCTARTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
ToGATGRAAGAACGCAGCGARARTGUGATAAGTAATGTGAARTTGCAGARAATTCAGTGAATCAT
TCGATCAAGAACGCAGCGA A A TGCGATANGTALRTCTGAATTCCAGRAATTCAGTGAATCAT
T GAT GAAGARCGLAGCGARATGLGATARCTAATGTGAART TGCAGAATTCAGTGAATCAT
TCGATGRAGARCGCAGCGARAATGCGATARGTALATGTGARTTGCAGAATTCAGTGAATCAT
TCGATGRAGAARCGCAGCGAARTGCGATARGTARTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
TCOATGAAGAACGCAGCGARATGCGATAAGTALTGTGAATTGCAGARTTCAGTGAATCAT
TCGATGRAGRRCGCAGCGAARTGLGATALCTAATGTGAATTGCAGRATTCAGTGAATCAT
TCGATGAAGARACGCAGCGARATGUGATAAGTAATGTGARTTGCAGAATTCAGTGAATCAT
TCGATGAAGALCGCAGC G AL TGCGATALGTALTGTGARTTGCAGRARATTCAGTGAATCAT
TCGATGARAGRACGLAGCGARATGUGATARGTARTGTGRATTGCAGARAATTCAGTGAATCAT
TCGATGAAGRACGCAGCGARATGCGATALGTARTGTGART TG CAGAATTCAGTGARTCAT
TCGATGAAGAACGCAGCGARATGCGATARGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
TCGATGAAGAACGCAGCGARATGCGATRAAGTAATGTGRAATIGCAGRATTCAGTGAATCAT
TCGAT GRAGAACGCAGCGA A A TGCGATALGTALA TG TGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
TCGAT GAAGAACGCAGCGARATGLCGATARGTAATGTGARTTGCAGAATTCAGTGAARTCAT
TCGATGRAGALCGCAGCGA A A TGLGATALGTALRTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
TCGATGAAGARCGCAGCGARATGCGATARGTARATGTGARTTGCAGAATTCAGTGAATCAT
TCGATGAAGAACGCAGCGARATGCGATAAGTAATGTGANTTGCAGARTTCAGTGARTCAT
TCGATGRAGRACGCAGCGAARTGCGATARGTARTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
TCGATGAAGAACGLAGCGARATGLGATAAGTAATGIGARTIGCAGAATTCAGTGAATCAT
TCGATGAAGRACGCAGC AR L TGLGATALACGTARTGTGARTTGCAGAATTCAGTGARTCAT
TCGAT GAAGARCGCAGCEARATGLGATAAGTAATGTGARTTGCAGAATTICAGTGAATCAT
TCGATCAAGA A CGCAGC A A A TCCGAT A ACTAA TG TCAAT TECCAGALATTCAGTGAATCAT
TCGAT CRAGAACGCAGCGARATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGARTCAT
TCGATGAAGALCGCAGCGARATGCGATALAGTAATGTGAATTGCAGRATTCAGTGRATCAT
TCGATGAAGRACGCAGCGAAATGCGATALGTALTGTGAATTCCAGAATTCAGTGAATCAT
TCGATGAAGARCGCAGCGARATGLGATARGTARTGTGARTIGCAGAATTCAGTGAATCAT
TCGATCAAGAACGCACCEARATGLGATALCGTARTGTGALATTESCAGRAATTCAGTEAATCAT
T GAT GARGAR LG AGCGARATGCGATAAGCTAATGTGARTTGCAGAATTCAGTGAATCAT
TCGATGAAGAACGCAGC AR LA TGLGATARGTALATGTGRATTGCAGARATTCAGTGAATCAT
TCGATGRAGARCGCAGCGAAATGCGATAAGTAR TG TGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
TCGATGAAGARCGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGARTTGCAGRATTCAGTGAATCAT
TCGAT GRAGARRCGCAGCGARATGLGATARGTARTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
TCGATGAAGRAACGCAGCGARATGLGATAAGTARTGTGARTTGCAGARATTCAGTGAATCAT
TCGATCAAGALCGCAGCEGA AL TGCGATALCTALATCTGARTTCCAGARATTCAGTEAATCAT
TeGAT GAAGARCGCAGCCARATGLGATAAGTAATGTGAARTTGCAGAATTCAGTGARTCAT

CEAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCET
CORATCTTTGAACGCACATTGLGLCCGLCAGCATTCTGGCGEGCATGLCTGITCGAGCET
COAATCTTTGRACCCACATTGCGLCCGCCAGCATTCTGGLGGGCATGCCTGTTCGAGEST
CEAAT LT TTEGAACECACAT TGCGLCCCGLCAGCATTCTGGLGEECATGCCTGTTCGAGLET
CEAATCTTTCARCGCACATTGCGOCCGCCAGCATTCTEGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGT
CEAATCTTTGRACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTEGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCET
CCAATCTTTCGAACGCACATTGCGCCCGLCAGCATTICTEGCGEGCATGCCTGTTCGAGCET
CGRAATCTTTGRAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTITCGAGCGT
CGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGT
CGAATCTTTGRACCGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGLGGGCATGCCTGTTCGAGEGT
CEARARTCTTTGARCGCACATTGUGLCCGUCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGT
CeALTCTTTEARCCCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTEGCGGGCATGCCTGTTCGAGCET
CEAATCTTTGAACGCACAT TGCGLCCGCCAGCATTCTGGLGGGLATGCCTGTTCGAGLGT
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CGAATCTTTGRACGCACATTGCGCCCGLCAGCATTCTGGCGEGLCATGCCTGTTCGAGCGT
CEAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGUCAGCATTCTGGCGEECATGCCTGTTCGAGCET
CGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGLCAGCATTCTGGCGEGCATGCCTGTTCGAGEGT
CEARTCTTTGARCGCACAT TGUGCCCGLCAGCATTCTGGCGEGCATGCCTGTTCGAGCET
CEAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGECAGCATTCTGGCGEGCATGCCTGTTCGAGCET
CEARTCTITTGAARCGCACATTGUGCCCGUCAGLCATTICTGGCGEGCATGCCTGTTCGAGCET
CEAATCTTTEAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGEGECATGCCTGTTCGAGEGT
CEAATCTTTGARCGCACATTGUGCCLGCCAGCATTCTGGCGEGCATGCCTGTTCGAGCET
CERATCTTTGAACGCACATTGCGCCCECCAGCATTCTGGCOEGCATGCCTGTTCGAGCET
AT T T TGAACGCACAT TGLGCCCGUCAGCATTCTGECGEGCATGCCTGTTCGAGCET
CEAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGLCAGCATTCTGGCGEGLATGCCTGTTCGAGEET
CGAATCTTIGAACGCACATTGLGLCCGCCAGCATTCTIGGCGEECATGCCTGTTCGAGLGET
CEAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGEGLATGCCTGTTCGAGCGT
CeRATCTTTGARACGCACATTGUGCCCGUCAGCATTCTGGCGEGLATGCCTGTTCGAGCET
CEAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGLGEGCATGCCTGTTCGAGCGET
CGAATCTTTIGAACGCACATTGCGLCCGCCAGCATTCIGGLGEGCATGCCTGTTCGAGEGT
CEAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGLCAGCATTCTGGCGEGCATGCCTGTTCGAGCET
CEAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGLGGECATGCCTGTTCGAGCET
CEAATCTTTGAACGCACATTGCGLCCEGLCAGCATTCTGGLGEGCATGCCTGTTCGAGCET
CGAATCTTTGRACGCACATTGCGLCCGUCAGCATTCTGGCGEGCATGCCTGTTCGAGCET
CEAATCT T T GAACGCACATTGCGCCCECCAGCATTCTGGCGEGLATGCCTGTTCGAGCET
CGAATCTTTGAACGCACATTGCGLCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGET
CeAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGEGCATGCCTGTTCGAGCET
CEAATCTTTEAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGLGEELATGCCTGTTCGAGCET
CERATCTITGAACGCACATTGLGLCCGLCAGCATTCTGGCGEGCATGCCTGTTCGAGCET
CoAATCTTTGRACGCACATTGCGCCCGLCAGCATTCTGECGEGLATGCCTGTTCGAGERET
CEAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGUCCAGCATTCTGGCGEGCATGCCTGTTCGAGCET
CGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGUCAGCATTCTGGCGEGCATGCCTGTTCGAGEET
CeARTCTTTGARCGCACATTGUGCCCGUCAGCATTCTGGCGEGCATGCCTGTTCGAGCET
CGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGECAGCATTCTGGCGGGLATGCCTGTTCGAGCGT
COAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGLCAGCATTCTGGCGEGCATGCCTGTTCGAGCET

CARTTTCARCCCTCAAGCTCTIGCTIGATGTTGGGECCCTACAGCTGATGTAGECCCTCARA
CATTTCRAACCCTCRAAGCTCTGCTTGGTETTGGGECCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCRAR
CART T T CAACCCTCARAGCTCTGCTTGETCTTGEGECCCTACAGCTGATGTAGGCCCICARA
CATTTCRACCCTCAAGCTCTGCTTGETETTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARA
CATTTCAACCCTCRAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARA
CATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGEGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCAAR
CATTTCAARCCCTCAAGCTCTGUTTGETGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCICARA
CATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGETETTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARA
CATITTCAACCCTCRAGCTCTGCTIGEIGTIGEGECCCTACAGCTGATGTAGGCCCTICARA
CATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGETETTGGGEGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARR
CATTTCAACCCUTCRAAGCTCTGCTTGETGTTGGGECCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARA
CATTTCAACCCTCAAGCTICTGCTTGETGTIGGGECCCTACAGCTGATGTAGECCCTCARA
CATTTCAARCCCTCRAAGCTCTGLTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARA
CAT T T CAACCCTCAAGCTC TG TTGETGTIGEGECCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARA
CATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGETGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARA
CAT T T AR CC TCAAGCTC TGO T TG TG TTGEGECCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARA
CATTTCAACCCTCRAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARR
CATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGETGTTGGGECCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARAR
CATTTCAACCCTCRAAGCTCTGCTTGGTGTTGCGGCCCTACAGCTGATGTAGEGCCCTCARR
CATTTCAARCCCTCARAGCTCTGC T TG TG TTGEGECCCTACAGCTGATGTAGECCCTCARA
CATTTCAACCCTCAACCTCTGCTTGEGTETTGGGECCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARA
CAT T T CAACCCTCAAGCTCTGUTTGE TG TTIGGGECCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARA
CATTTCARACCCTCRAAGCTCTGCTTGETGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARR
CATTTCAACCC TCRAGCTCTGCT TG TG TTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGECCCICARA
CATTTCARCCCTCARGCTCTGCTTGETGTTGEGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARR
CAT T T RRCCC T RAGC T C TG TTGETETTGEGECCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARA
CATTTCAACCCTCAAGCTCTGC T TGETCTTGGGECCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCALR
CARTTTCAACCCTCAAGCTCTGLTTGOTETTGEEGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCICARA
CATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGETETTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARR
CAITTCAACCCTICRAGCTCTGCTTGGTGTTGGGECCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARA
CATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARR
CATTTCARCCCTCAAGCTCTGUTTGETGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARA
CATTTCRAACCCTCAAGCTCTGCTTGETETTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARA
CATTTCAACCCTCRAGCTICTGCTTIGETGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARA
CAT T T A AC e TCAAGC TC TG TTGETGTTGGGEGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARA

328
320
324
324
3za
324
324
355
354
120
349
354
300
318
354
354
320
306
355
354
355
348
354
354
355
354
353
355
354
354
364

358
410
399
438
389
ase
384
414
384
440
439
440
413
3889
380
384
384

384
384
415
413
130
4009
414
360
378
414
414
380
36€
415
414
415
408

156



355
355
35€
355
354
356
355
355
363

358
411
400
438
380
3&0
335
415
383
441
440
441
414
380
381
385
383
385
385
385
418
415
128
410
415
3é1
378
415
415
381
367
4le
415
4le
408
415
413
4l
415
414
416
415
415
425

418
471
4e0
4cg
450
450
445
475
445
501
300
501

CATTTCAACCCTCAAGCTCTGLTIGGTCTIGEGECCCTACAGUTGATGTAGGCCCTCAAR
CATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGT TGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARA
CATTTCRACCCTCAAGC TCTGCTTGGTCTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARR
CATTTCAACCCTCAAGCTCTGC I TGGTET IGGGECCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARA
CATTTCAACCCTCRAGCTCTGLTTGGTCT TGCGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCAAR
CAT T T CAACCC T ARG TCTGCTTGET T IGEGECCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCAAR
CATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTIGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCAAR
CATTTCRAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGEGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCAAR
CATTTCAARCCCTCRAAGCTCTGCTTGETGTTGEGECCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCARA

GETAGTGGCEGACCCTCTCEGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GETAGTIGGLGGACCCICTCEEAGCCTCCITTGCGTAGTAACTTTACGTCICGCACTGGGA
GGTAGTGGCGGACCCTCTCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTICTCGCACTGGGA
GETAGTGECEGACCCICTCEGAGCCTCCTTIGCGTAGTAACTTTACGTICTCGCACTGGGA
GETAGTGGCGGACCCTICTCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGR
GETAGTGGCGGACCCTCTCEGAGCCTCCTTTGCGTAGTRAACTTTACGTCTCGCACTGGGEA
GETAGTGGLGGACCCTCTCEEAGCCTCCTTTGCGTAGTIAACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GETAGTGGCEGACCCTCTCEGAGCCTCCTITECGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GETAGTGECEGACCCTCTCEGAGLCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GGTAGTGGLUGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GETAGTGGCGEACCCTCCCEGAGCCTCCTTTGCETAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GETARGTGECEERACCCTCCCEGAGLCTCCTTITGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGEGA
GGETAGTGGCGGACCCTCTCGGAGCCTCCTTTCCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GETAGTGECEGACCCTCTCEGAGCCTCCTTIGCGTAGTAACTTTACGTICTCGCACTGGGA
GGTAGTGGCGGACCCTCTCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GETAGTGGCGGACCCTCTCEGAGCCTCCTTTGCGTAGTRAACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GETAGTGECGGACCCTCTCEGAGLCTCCTTTIGCGTAGTAACTTTACGTICTCGCACTGGGA
GETAGTGGCECACCCTCTCGGAGCCTCCTTTCCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GETAGTGGCEGACCCTCTCGGAGCCTCCTITEGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GGTAGTGGCGGACCCTCTCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GETAGTGECEGACCCTCCCEGGAGCCTCCTTTECETAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GETAGTGECEGACCCTCCCEEAGLCTCCTTIGCCTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTCCGTAGTARCTTTACGTCTCGCACTGGG
GETAGTGECECACCCTCCCEGAGLCTCCTTTGCETAGTRAACTTTACGTCTCGCACTGEGA
GGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GGETAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTEGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GETAGTGECEGACCCTCCCEGAGCCTCCTTIGCETAGTAACTTTACGTCTCGCACTGEGA
GGETAGTGGCEGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTOGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GETAGTGECEEACCCTCCCEGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GETAGTGGLEGACCCTICCCEEAGCCTCCITTGCGTAGTIAACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTICTCGCACTGGGA
GETAGTGGCEGACCCTCCCEGAGLCTCCTTIGCGTAGTAACTTTACGTICTCGCACTGGGA
GGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTIGCETAGTAACTTTACGTCTICGCACTGGGA
GETAGTGGCGEACCCTCCCEGAGCCTCCTTTGCGTAGTRACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GETAGTGGLGGACCCTCCCEEAGCCTCCTITGCGTAGTAACTTTACGTICTCGCACTGGGA
GGTAGTGGCECACCCTCCCEEGAGCCTCCTTTEGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GETAGTGECEGACCCTCCCEGAGLCTCCTTIGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GETAGTGGCGGACCCTCCCEGAGCCTCCITTGCGTAGTRACTTTACGTICTCGCACTGGGR
GETAGTGGCEEACCCTCCCGGAGCCTCCTTTEGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GETAGTGECEEACCCTCCCEEAGLCTCCTTITGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGEGA
GGETAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTEGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGA
GETAGTGECEGARCCCTCCCEGAGCCTCCTTIGCGTAGTARCTTTACGTICTCGCACTGGEGA
GGTAGTGGECGGACCCTCCCGEAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTICGCACTGGEA
GETAGTGGCGGACCCTCCCEGAGCCTCCTTTGCGTAGTRAACTTTACGTCTCGCACTGGGA

TCCCOAGCGACTCTTOGCCGTARAMACCCCCAATTT-CCRAARGGETGA 462

TCCGGAGGGACTCTTGCCGTAARACCCCC-AARTTTTCCAAAGGT-— 513
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARAACCCCC—AATTTTCCARAGST—— 502
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARRACCCCC-ARTTTTCCRAARGGT-- 541
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARRACCCCC-AATTTTCCRAAAGGT—— 482
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTAARACCCCC-ARATTTTCCAARGGT—— 4582
TCCEGAGEGACTCTTGCCGTARRACCCCC-AATTTTCCARRAGGT -~ 487
TCCGGAGGGACTCTTCCCGTARARCCCCC—ARTTTTCCRARAGGT—— 517
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARRACCCCC~AATTTTOCAARGG—~— 486

TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARAACCCCCCARTTT-CCARAGGTGA 545
TCCCGAGGGACTCTTCCCGTARRACCCCCCARTTT-CCARARAGGTGE 544
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTAARACCCCCCAATTT-CCRARGGTGA 545

414
414
415
414
413
415
414
414
424

440
426
475
474
475
468
474
474
475
474
473
475
474
474
424
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EF02593S
FJ449925
AB3051€¢€
EFP177477

F1l77474
EF177472
EF177471
GQ352478
EU0S54417
EU0498287
EF672281
FJ612730
EF622185
FJ480405
EUB22804
EUT781le68
DQ410037
FJ155268
GQ120498
GQRl204%¢
Q120493
GQ120492
GQ120491

GQ120480

GQ120488

474
450
441
445
445
445
445
445
476
475
69

470
475
421
439
475
475
441
427
476
475
47¢
469
475
475
47¢
475
474
476
475
475
485

TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARARCCCCC-ARTTTTCCARAGGTGA
TCCGGAGEGACTCTTGCCGTARAACCCCC-AATTTTCCAAAGGT —
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARARCCCCC-ARTITTCCARAG————
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARAACCCCC-AATITTCCAAAG-
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARARCCCCC-AATTTTCCARAG-~-—~
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARAACCCCC-AATTITTCCAAAG————
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARARCCCCC-AATTTTCCARAG————
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARARCCCCC-AATTITTCCAARG————
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARARCCCCC-AATTTTCCARAGGT —
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARRACCCCC~AATTTTCCARAGGT——
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARAACCCCC-AATTTTCCARAGGT ——
TCCGGAGGGACTCTTIGCCGTARAACCCCC-AATTTACCARAGGT ——
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARARCCCCCCARATTT-CCARAGG———
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARAACCCCCCAATTTTCCAAAGGT ——
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARARCCCCCCAATTTTCCAAAGGT——
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTT-CCGAAGGTGA
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARAACCCCCCAATTT-CCAAAGGTIGA
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARARCCCCCCAATTT-CCARAG-———
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARARCCCCCCAATTTTCCARAAGGT ——
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARARCCCCCCAATTTTCCARAGGT ——
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARARCCCCCCAATTTTCCARAGGT——
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARAACCCCCCAATTTTCCAAAGGT ——
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARAACCCCCCAATTTTCCARAGGT ——
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARARCCCCCCAATTTTCCARAGGT ——
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARARCCCCCCAATTTTCCARAGGT ——
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARAACCCCCCRAATTTTCCAAAGGT -
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARARCCCCCCAATTTTCCAAAGGT ——
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARAACCCCCCAATTTTCCARAGGT ——
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARAACCCCCCAATTTTCCARAGGT——
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARAARCCCCCCAATTTTCCARAGGT ——
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAMACCCCCCAATTTTCCAAAGGT —
TCCGGAGGGACTCTTGCCGTARARCCCCCCAATTTTCCARAGGT ——

518
492
481
485
485
4385
485
485
Sis
517
27

512
Sie
464
482
519
519
481
470
519
518
519
512
518
518
519
518
517
519
518
518
528
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