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RESUMO

Os microrganismos endofiticos, em pelo menos uma fase do seu ciclo de vida, habitam o
interior de tecidos vegetais, sem causar-lhes danos aparentes. Assim como outras espécies
tropicais, Caesalpinia echinata Lam. também abriga diversos endofiticos. Sendo assim o
presente trabalho teve como objetivos isolar e caracterizar os fungos endofiticos do pau-brasil,
assim como, avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos obtidos. As coletas de caules
foram realizadas em um fragmento de Mata Atlantica, e as folhas foram coletadas de arvores
plantadas, no Campus da Universidade Federal de Alagoas. Houve um predominio de fungos
filamentosos em relagdo a bactérias, tanto nos caules quanto nas folhas. Através de analises
morfoldgica ¢ molecular alguns fungos endofiticos de C. echinata foram identificados, sendo
eles: Botryosphaeria rhodina, Xylaria multiplex e Pestalotiopsis sp. Dentre todos os isolados,
dez deles foram selecionados para testes de antagonismo contra fungos fitopatdégenos. Os
fungos endofiticos Pestalotiopsis sp., Xylaria multiplex e Botryosphaeria rhodina foram os
mais eficazes antagonistas de Pythium debaryanum e Phytoththora palmivora. Os resultados
obtidos no antagonismo in Vvitro evidenciaram a possibilidade da aplicacdo dos seus
respectivos extratos quimicos no controle bioldgico dos fitopatogenos Rhizoctonia solani e
Colletotrichum gloeosporioides. O crescimento micelial do fitopatdgeno Phomopsis sp. so foi
inibido pelos endofiticos Botryosphaeria rhodina, Pestalotiopsis sp. e Xylaria multiplex.
Estes mesmos endofiticos também foram os mais eficazes na inibicao do crescimento micelial
do fitopatogeno Pestalotiopsis sp. Botryosphaeria rhodina, Xylaria multiplex, Pestalotiopsis
sp. € C.e.A6.F4.c.b. apresentaram uma quantidade maior de biomassa ao crescerem no meio
BD, incubados no escuro ¢ sem agita¢ao. Os extratos dos fungos endofiticos de Caesalpinia
echianata, obtidos a partir de diferentes solventes, ndo exerceram efeito antibacteriano sobre
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, nas concentragdes

utilizadas.
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ABSTRACT

The endophytic microorganisms in at least one phase of its life cycle inhabit the inner tissues
of plants without causing apparent damage. Like other tropical species, Caesalpinia echinata
Lam has shown several endophytes. Therefore this study aimed to isolate and characterize the
endophytic fungi of Brazil wood, as well as assess the antimicrobial activity of extracts. The
harvesting of stems has been done in a fragment of Atlantic Forest, and the leaves were
harvested from trees growing in the campus of the Universidade Federal de Alagoas. There
was a predominance of filamentous fungi compared to bacteria, in both, stems and leaves. By
morphological and molecular analyses some endophytic fungi of C. echinata were identified,
namely: Botryosphaeria rhodina, Xylaria multiplex and Pestalotiopsis sp. Among all the
isolates ten fungi were selected for tests of antagonism against phytopathogenic fungi. The
endophytic fungi Pestalotiopsis sp. Xylaria multiplex and Botryosphaeria rhodina were the
most effective antagonists of Pythium debaryanum and Phytoththora palmivora. These results
obtained in in vitro experiments support the possibility of the application of chemical extracts
of the endophytic Botryosphaeria rhodina and Xylaria multiplex for the biological control of
plant pathogens such as Rhizoctonia solani and Colletotrichum gloeosporioides. The mycelial
growth of the pathogenic fungus Phomopsis sp. was not inhibited by endophytic
Botryosphaeria rhodina, Pestalotiopsis sp and Xylaria multiplex. These same endophytes
were also the most effective inhibiting the mycelial growth of phytopathogen Pestalotiopsis
sp. Botryosphaeria rhodina, Xylaria multiplex, Pestalotiopsis sp. and C.ec.A6.F4.c.b. have
shown a higher amount of biomass when growing in BD medium incubated in the dark and
without agitation. Extracts of the endophytic fungi of Caesalpinia echinata obtained from
different solvents, have not shown antibacterial effect on Enterococcus faecalis,

Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus, in the concentrations used.
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1. INTRODUCAO

Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) ¢ uma arvore da familia Leguminosae,
subfamilia Caesalpinioidea, nativa da Mata Atlantica, sendo constatada a presenca de
remanescentes da espécie no Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Bahia, Espirito
Santo, Rio de Janeiro, S3o Paulo e Alagoas (Lima, 1992). Assim como outras espécies de
plantas, C. echinata abriga diversos microrganismos endofiticos. Segundo Petrini (1991), sdo
assim considerados os microrganismos que coabitam os vegetais sem aparentemente causar-
lhes alguma patogenicidade.

Pouco se conhece a respeito dos aspectos ecologicos, fisiologicos e genéticos
envolvidos na interagdo planta-microrganismo endofitico, principalmente em plantas
tropicais. No século XX, os estudos sobre estes microrganismos intensificaram-se a partir dos
anos oitenta, visando o entendimento dessa associacdo simbioOtica ¢ a utilizacdo destes
microrganismos em processos biotecnoldgicos, para promover o aumento da producdo vegetal
ou como fonte para prospec¢do de novos compostos bioativos, ou ainda, atuando como
eliciadores bidticos na producdo de compostos de alto valor agregado. Estudos ja
demonstram que os fungos endofiticos sdo fontes promissoras de metabdlitos secundarios,
com potente atividade antitumoral e antimicrobiana (Azevedo, 1998; Azevedo et al., 2000;
Strobel, 2003). Muitos endofiticos de plantas economicamente importantes ja foram
estudados, mas ainda ha um grande niimero de plantas a serem pesquisadas nesse sentido.

Atualmente, tem sido estudada e incentivada a utilizacdo de microrganismos
endofiticos visando o tratamento de doencas de plantas, evitando assim a utilizagdo de
produtos quimicos que causam danos irreversiveis ao meio ambiente (Benitez et al., 2004;
Schulz et al., 2002; Mejia et al., 2008; Bailey et al., 2008). A importancia desses
microrganismos intensifica a necessidade de conservagdo das espécies vegetais que 0s
abrigam, a exemplo da C. echinata Lam. que ainda faz parte da Lista Oficial das Espécies da
Flora Brasileira Ameacgadas de Extin¢do (Brasil 1992). Em 1978 foi publicada, no Diario
Oficial da Unido, a Lei n° 6.607 declarando o pau-brasil como “Arvore Nacional” do Brasil, e
instituindo o dia 03 de maio como o dia do pau-brasil.

A escolha dessa espécie para a presente pesquisa deveu-se tanto a sua importincia
historica, quanto ao fato da mesma encontrar-se ainda ameacada de extin¢do e por haver
estudos recentes da utilizagdo de seus extratos no combate a tumores cancerigenos em

camundongos. No estudo desenvolvido por Rocha (2004) sdo citadas algumas propriedades



medicinais do pau-brasil, dentre elas: adstringente, anti-sifilico, contra diabetes, para
regulacdo menstrual e anticancerigeno.

O presente trabalho, portanto, contribuird para o conhecimento da microbiota fingica
isolavel em meios convencionais, presente no interior de C. echinata, além de identifica-los
por técnicas moleculares baseadas na analise do gene 18S rRNA, podendo assim revelar
aspectos importantes, tanto do ponto de vista académico quanto biotecnoldgico. Além disso,
também ¢ alvo deste estudo a caracterizagdo dos principais componentes desta microbiota e
seu papel na biossintese de metabodlitos secundarios e como agente inibidor de outros

microrganismos.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi isolar e caracterizar os fungos endofiticos de
Caesalpinia echinata Lam. (Leguminosae-Caesalpinioideae), além de avaliar sua atividade

antimicrobiana.

2.2. Objetivos especificos

e JIsolar fungos endofiticos de tecidos sadios de Caesalpinia echinata Lam.;
® Identificar os fungos endofiticos isolados;
e Verificar a ocorréncia de antagonismo de alguns isolados frente a fitopatogenos;

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos obtidos.



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Botanica e considerac6es sobre Caesalpinia echinata Lam.

Caesalpinia echinata Lam. (Figura 1) ¢ uma arvore nativa da Mata Atlantica
conhecida popularmente como pau-brasil, sendo encontrada nas partes mais secas da floresta.
Essa espécie ocorre desde o Ceara até o Rio de Janeiro, sendo mais freqiiente no sul da Bahia.
A arvore mede de 10-12 m de altura, sendo encontrados exemplares de até 30 m, com troncos
de 40-70 cm de didmetro. Possui uma copa irregular; os ramos novos e as cascas dos
individuos mais jovens sdo cobertos por aculeos. Possui um cerne duro e pesado, com
coloragdo que varia de castanho alaranjado ao vermelho escuro. Sua madeira foi a primeira
riqueza econdmica a ser explorada no territério brasileiro pelos colonizadores portugueses.
Possui um alburno amarelo claro. Suas folhas sdo compostas e bipinadas. Suas flores possuem
pétalas amarelo-sulfureas, existindo uma macula vinosa no centro da pétala dorsal. Possui um
perfume intenso e agradavel. Seus frutos recobertos por espinhos possuem de uma a quatro
sementes castanhas (Corréa, 1984). Caesalpinia echinata também ¢ conhecida como
ibirapitanga, orabuta, brasileto, ibirapiranga, ibirapita, ibirapitd, muirapiranga, pau-rosado e
pau-de-pernambuco (ambientebrasil, 2006).

Sua madeira atualmente ¢ utilizada para confeccionar arcos de violino, mas no passado
foi utilizada na construg¢do civil ¢ naval. Antes do advento dos corantes sintéticos, seu
principal valor consistia na produ¢ao de um corante, conhecido como brasileina, que era
extraido do lenho da planta, sendo utilizado para tingir tecidos e fabricar tinta de escrever

(Lorenzi, 2000).

Figura 1. Arvore da espécie Caesalpinia echinata (A), detalhe do fruto (B) e da flor (C).



Os corantes sintéticos substituiram a utilizacdo do pau-brasil na fabricagdo de
corantes, mas a espécie ainda ¢ bastante utilizada na arborizagao urbana e na fabricagao de
instrumentos musicais (Ramalho, 1978; Aguiar e Barbosa, 1985; Soares, 1985). Do
conhecimento das propriedades quimicas de C. echinata, além da brasileina (1) ha a brasilina
(2) presente no cerne da madeira (Rizzini, 1978). Oliveira et al. (2002) estudaram o espectro
vibracional desses dois compostos (Figura 2).
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Figura 2. Férmula estrutural da brasileina (1) e da brasilina (2), compostos oriundos de Caesalpinia echinata
Lam. (Oliveira et al., 2002).

O fato da madeira de pau-brasil ser pesada, dura e com o cerne de coloraciao vermelha
foram motivos que levaram ao extrativismo exagerado, o que colocou a espécie em perigo de
extingdo. Além disso, existem lacunas no conhecimento referente a sua multiplicagdo
(Mainieri, 1960). A curta viabilidade de suas sementes também tem contribuido a ameaga de
sua extin¢ao. Barbedo et al. (2002) estudaram a tolerancia a dessecacao ¢ armazenamento das
sementes de pau-brasil, observando que estas sdo tolerantes a dessecagdo, mas a secagem
pode ser influenciada pela qualidade inicial da semente. Foi constatado também que quando
as sementes sdo armazenadas nas condi¢cdes normais do ambiente tendem a perder a
viabilidade em menos de trés meses, mas sob temperatura baixa tornam-se vidveis por até
dezoito meses, com um indice de germinagdo superior a 80%. Assim, foi concluido que C.
echinata comporta-se como uma espécie ortodoxa, tolerando dessecacdo até atingir 7,6% de
agua, o que contribui para o armazenamento e amplia o potencial de conservacao da espécie.
Aguiar et al. (2005) avaliaram a germinacdo das sementes e o crescimento das mudas sob
condi¢des de sombreamento, concluindo que a germinacdo e o indice de velocidade de
emergéncia das sementes de C. echinata nio sofreram influéncia dos niveis de sombreamento
testados, mas em relacdo a formacdo de mudas, houve uma tendéncia para um maior

desenvolvimento com a diminui¢ao dos niveis de sombreamento.



Uma possivel forma de livrar o pau-brasil da extingdo é a conservagdao ex situ da
espécie, utilizando-a na arborizacdo e paisagismo de ambientes urbanos, uma vez que a
espécie possui um potencial ornamental, com porte elegante, copa arredondada, folhas cor
verde-brilhante e flores em cacho amarelo-ouro suavemente perfumadas (Lima et al., 2002;
Rocha, 2004). Mas, as plantas quando sdo submetidas ao ambiente urbano podem desenvolver
estresse oxidativo, levando a estimulacdo de antioxidantes como acido ascérbico, tiois,
peroxidases e superdxido dismutase. Bulbovas et al. (2005) buscaram conhecer o perfil dessas
defesas em folhas de plantas jovens de C. echinata com diferentes graus de desenvolvimento.
Eles avaliaram os antioxidantes e a glutationa em 130 plantas mantidas em casa de vegetacao,
com temperatura, umidade relativa e irradiancia controladas. Foi constatado que em geral a
concentra¢ao de acido ascorbico ¢ a atividade das peroxidases foram altas em C. echinata ao
comparé-la com outras espécies arboreas tropicais. Foi verificado também variacdes nas
defesas durante os dezoito meses do experimento, observando que a concentragdo de
glutationa e a atividade da peroxidase poderiam ser influenciadas por mudangas na
temperatura e a producdo de superdxido dismutase foi estimulada em resposta a temperatura e
a umidade relativa. Rocha e Barbedo (2008) realizaram uma pesquisa a respeito da utilizagao
do pau-brasil, na arboriza¢do urbana, em Sao Paulo, Rio de Janeiro ¢ Recife, o que levou a
formagdo de um banco de dados detalhado, que contribuird para o manejo adequado dessas
arvores, mantendo sua importancia para a conservacdo ex Situ da espécie no ambiente urbano
e propiciando o contato da populacdo com a arvore nacional brasileira.

Rezende et al. (2004) fizeram o primeiro relato da composi¢do quimica dos
constituintes volateis das folhas e flores de C. echinata. Neste foi isolado o E-B-ocimeno (3)
como constituinte majoritario do extrato das flores, € em menor propor¢ao foram isolados
outros terpenos, tais como, mirceno (4), linalol (5) e neo-allo-ocimeno (6). Um grupo de
derivados Cs também foi identificado, contendo n-hexanal (7), (E)-2-hexenal (8), (Z)-3-
hexenol (9) e 1-hexanol (10). Houve também a presenca de alguns compostos nitrogenados
como o indol (11) e o antranilato de metila (12). Do 6leo essencial obtido das folhas frescas, o
constituinte majoritario foi o (E)-3-hexeno-1-ol (13). Os compostos fendlicos € a classe de
metabolitos mais representada, destacando-se a vanilina (14), 2-metoxi-4-vinilfenol (15) e
alcool benzilico (16). Outros compostos estavam presentes, em menor propor¢ao, como:
benzaldeido (17), acetofenona (18), B-feniletanol (19), salicilato de metila (20) e 4cido o-

hidroxicinamico (21).
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Figura 3. Formulas estruturais dos constituintes volateis das folhas e flores de Caesalpinia echinata Lam.
(Rezende et al., 2004).



3.2. Microrganismos endofiticos

3.2.1. Consideracdes gerais

Durante as ultimas quatro décadas, a técnica da cultura de células e tecidos vegetais
tem sido utilizada na produgdo de importantes principios ativos medicinais, com o objetivo de
aprimorar o processo produtivo e também de preservar as fontes nativas produtoras de tais
principios. Na ultima década uma nova alternativa para a produ¢do de importantes compostos
medicinais tem chamado a aten¢do de pesquisadores: o cultivo de microrganismos endofiticos
(NIH, 2001).

No inicio do século XIX os microrganismos endofiticos foram mencionados pela
primeira vez, mas quem primeiro os diferenciou dos patégenos de plantas foi Bary, em 1866
(Azevedo, 1999). Endofiticos sdo microrganismos que, em pelo menos uma fase do seu ciclo
de vida, habitam o interior de tecidos vegetais de plantas, sem causar-lhes danos aparentes.
Embora estes microrganismos, geralmente fungos e bactérias, possam ser confundidos com
patdgenos latentes, estudos verificaram que em muitos casos existe uma importante interacao
simbidtica com o hospedeiro, a qual envolve a producdo de compostos que diminuem a
herbivoria sobre os tecidos vegetais ou conferem resisténcia a patdgenos, ou producdo de
fitoreguladores que podem aumentar o desenvolvimento vegetal. Em contrapartida, os
endofiticos poderiam encontrar na planta um habitat com muito nutriente € com menor
competi¢do com outros microrganismos.

As interagdes entre microrganismos € plantas sao relatadas ha varias décadas. Durante
muito tempo havia uma grande confusdo do real papel destes microrganismos, acreditando-se
que estes causavam sérios prejuizos para a planta, reduzindo as produtividades médias, assim
sendo denominados de fitopatogenos. Ha algumas décadas atras, descobriu-se a presenca de
microrganismos nos tecidos vegetais assintomaticos, abrindo desta forma novas perspectivas
para o estudo das interagdes plantas/microrganismos (Azevedo et al., 2000).

A distingdo realizada entre endofiticos e os epifiticos (colonizam a parte exterior das
diversas partes das plantas) ¢ meramente didatica, mas pode-se diferencia-los devido as suas
relagdes do tipo simbidtica durante pelo menos um ciclo da vida da planta (Petrini, 1991).
Estas relagdes mutualisticas sdo tdo importantes que levaram Carroll (1988) a considerar o
termo “endofitico” como sindénimo de “mutualismo”. Para Bacon ¢ Hinton (1997) estes

microrganismos vivem dentro da planta, ndo como patogenos, apesar de poder existir um



grau moderado de patogenicidade, capaz de ser expresso, ocupando os espagos intercelulares
das plantas e utilizando-se dos nutrientes apoplasticos.

Estas interagdes microbiota/planta, relativas ao aumento da resisténcia a doengas
ainda ndo estd totalmente elucidado, mas alguns trabalhos demonstram que em alguns casos
este aumento da resisténcia tem haver com reagdes de hipersensibilidade, ativando a
resisténcia sistémica da planta, como ja observado em Lycopersicum esculentum (L.) H.
Karst. (Duijff et al., 1997). Em Solanum tuberosum L. a inoculagdo da bactéria endofitica
Pseudomonas sp. (linhagem PsJN) promove o estimulo a produgdo de lignina, aumenta seu
teor em torno dos tecidos vasculares (Frommel et al., 1991). Suto et al. (2002) isolaram de 14
plantas 169 fungos endofiticos e 81 bactérias endofiticas para avaliar a producao de xylanase.
A produgdo de xylanase ocorreu em 91,7% dos fungos e em 64% das bactérias. Os autores
concluiram que os endofiticos sdo fontes novas e boas para a produ¢do de xylanase. Silva et
al. (2006a) verificaram que alguns fungos endofiticos isolados de pinha (Annona squamosa
L.) e graviola (Annona muricata L.) promoveram o crescimento da parte aérea de mudas de
pinha. A giberelina, hormdnio responsavel pelo alongamento do caule, foi produzida pelo
fungo endofitico Fusarium moniliforme (Azevedo, 1998). A presenca do fungo endofitico
Beauveria bassiana em banana (Musa ssp.) reduziu significativamente a sobrevivéncia das
larvas de Cosmopolites sordidus agente causador do gorgulho em bananeiras (Akello et al.,
2008).

Outro tipo de protecdo que os endofiticos podem proporcionar a planta hospedeira ¢ o
efeito repelente a insetos que sdo responsaveis pela transmissdo de varias doengas,
principalmente as causadas por virus. Daisy et al. (2002) isolaram o fungo endofitico
Muscodor vitigenus de Paullinia paullinioides, o qual produziu naftaleno, um conhecido
repelente de insetos.

Alguns endofiticos foram testados quanto a sua acdo nematicida. Fusarium
oxysporum e uma espécie de Trichoderma foram utilizados no melhoramento de banana,
tomate ¢ arroz, como biocontroladores de nematdides. Foi observada uma reducao
significativa do nimero de nematdides colonizando essas culturas (Sikora et al., 2008).

A potencialidade herbicida dos metabolitos produzidos por endofiticos esta sendo
testada. Santos et al. (2008) testaram os extratos obtidos da biomassa do fungo endofitico
Pestalotiopsis guepinii, oriundo de Virola michelii, na germinacdo de sementes e no
desenvolvimento de plantulas de duas espécies de plantas daninhas, Mimosa pudica L. e

Senna obtusifolia L. Irwin & Barneby. Foi observado que os extratos apresentaram atividade



herbicida, havendo variagdes no potencial inibitorio, sendo que a germinagdao de sementes
mostrou-se mais sensivel aos efeitos do que o desenvolvimento das plantulas.

Alguns estudos estdo sendo desenvolvidos com o objetivo de demonstrar que os
endofiticos também produzem compostos com atividade antioxidante. Chomcheon et al.
(2009) isolaram diversos compostos produzidos pelo fungo endofitico Corynespora
cassiicola e alguns desses demonstraram potente atividade antioxidante.

A produgdo de metabolitos secundarios pelos fungos endofiticos pode ser influenciada
tanto pela planta a qual estd associado, como também pela regido onde a planta encontra-se.
No estudo desenvolvido por Bills et al. (2002) foi feita uma comparagdo entre os fungos
endofiticos encontrados em regides tropicais e os oriundos das regides temperadas. Com base
nos dados estatisticos foi constatado que as regides tropicais sdo mais ricas tanto na
ocorréncia de endofiticos quanto na produgdo de metabolitos secundarios.

O clima pode influenciar na colonizagdo das plantas pelos endofiticos. A flutuagdo
sazonal dos endofiticos foi demonstrada por Gao et al. (2005). Estudando a diversidade de
fungos endofiticos isolados da planta medicinal Heterosmilax japonica Kunth., os autores
verificaram que a popula¢do de endofiticos foi mais abundante na primavera do que durante o
verdo. Naik et al. (2008) estudaram quinze plantas medicinais do sul da India, no periodo do
inverno e no verdo. Os pesquisadores isolaram 6.125 fungos endofiticos, sendo Alternaria,
Chaetomium, Fusarium, Colletotrichum, Cladosporium, Penicillium, Phyllosticta e Xylaria os
géneros mais freqiientes. Observaram que o maior numero de isolados foi obtido durante o
inverno. Rudgers e Swafford (2009) demonstraram que os endofiticos beneficiaram a planta
Elymus virginicus L. tornando-a tolerante ao estresse hidrico, ou seja, proporcionaram uma
maior resisténcia a seca. Nas plantas da mesma espécie que tiveram o fungo endofitico
Epichloé elymi removido, houve uma reducdo em sua biomassa.

As diferentes formas de cultivo de plantas podem influenciar significativamente na
comunidade endofitica. Em trés diferentes sistemas de cultivos de macieiras (Malus
domestica Borkh.), no sul do Brasil, foram isolados fungos endofiticos de folhas, flores e
frutos. Foi verificado que no cultivo organico a propor¢do de endofiticos isolados foi bem
maior do que nos sistemas de cultivo convencional e integrado. Dos géneros mais freqlientes
destacaram-se Colletotrichum, Xylaria e Botryosphaeria (Camatti-Sartori et al., 2005).

Metabolitos com atividade antimicrobiana tém sido produzidos por um grande nimero
de fungos endofiticos isolados de diversas plantas. Embora muitas plantas economicamente
importantes tenham sido analisadas quanto a presenca de endofitos, outras tantas ainda nao

receberam a atengdo devida. Entre estas plantas esta a Caesalpinia echinata (pau-brasil), que
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ainda ndo foi estudada sob condigdes in vitro na forma de tecidos cultivados, nem pelo seu
conteado em microrganismos endofiticos e os metabolitos por eles produzidos. Por se tratar
de uma planta caracteristica de floresta de clima tropical e levando em conta que os
microrganismos endofiticos sdo especificos e diferentes para cada espécie, espera-se encontrar
microrganismos, com bagagens genéticas inéditas, capazes de produzirem compostos

especiais importantes.

3.2.2. Microrganismos endofiticos e plantas medicinais

E preocupante o aumento do niimero de pessoas no mundo que apresentam problemas
de satde causados por certos tipos de céanceres, infeccdes por fungos e bactérias
multirresistentes aos mais modernos antibidticos, e por protozoarios parasitas. E necessario
cada vez mais buscar por novos e mais efetivos agentes medicinais para lidar com estes
problemas, que beneficiam ndo somente a saide humana como também a de plantas e
animais.

No inicio da década de 90, trabalhos realizados por Stierle et al. (1993) demonstraram
que um fungo endofitico denominado de Taxomyces andreane do floema de Taxus brevifolia
Nutt. (Taxaceae), era capaz de biossintetizar o diterpenoide, taxol, considerado um dos
compostos de maior valor biotecnoldgico, cuja cotacdo no mercado internacional chegou a
cerca de US$ 8.424,00/g, conforme dados do Catalogo Sigma 2000-2001. Esta descoberta
causou uma verdadeira revolucdo no estudo dos microrganismos endofiticos, uma vez que
pela primeira vez, alguém conseguiu provar cientificamente que um microrganismo endofitico
era capaz de produzir um composto que se acreditava ser somente possivel em plantas do
género Taxus.

Fontes alternativas de compostos de grande valor agregado sdo de suma importancia,
ndo somente para torna-los mais acessiveis a populagdo mais carente, mas também para
garantir a preservacdo de muitas espécies. A descoberta de taxol ¢ notadamente importante,
visto que este ¢ produzido em quantidades muito pequenas por esta conifera, tanto que
segundo Kieran et al. (1997) para obter-se 1 Kg de taxol sd3o necessarios cascas de mais de
1000 arvores, cada uma com 100 anos de idade, o que quase levou a extingdo dessa espécie.
Outros trabalhos também tém conseguido comprovar que outros fungos endofiticos produzem
taxol, como Pestalotiopsis microspora isolado da T. wallachiana (Strobel et al., 1996); P.
guepinii isolado de Wollemia nobilis W. G. Jones, K. D. Hill & J. M. Allen (Strobel et al.,

1997); Seimatoantlerium tepuiense obtido de Maguireothammus speciosus (Strobel et al.,
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1999a); Periconia sp. isolado de Torreya grandiflora Raf. (Li et al., 1998); Sporormia
minima e Trichothecium sp. isolados da planta medicinal T. wallichiana Zucc. (Shrestha et al.,
2001); Bartalinia robillardoides obtido de Aegle marmelos Corréa (Gangadevi; Muthumary,
2008); Pestalotiopsis pauciseta oriundo das folhas da planta medicinal Cardiospermum
helicacabum L. (Gangadevi et al., 2008); e Fusarium mairei isolado de Taxus cuspidata
Siebold & Zucc. (Li; Tao, 2009). Portanto, a producdo de taxol por todos esses endofiticos,
demonstra que o taxol ¢ de distribuicdo mundial, ndo estando confinado a endofiticos isolados
de plantas da familia Taxaceae (Strobel e Long, 1998).

Posteriormente foram descobertos outros endofiticos produzindo os mesmos
metabolitos secundarios que sao produzidos pela planta a qual esta associado, a exemplo do
fungo Mycelia sterilia que produz a vincristina, uma substancia anticancerigena, isolada da
planta Catharanthus roseus G. Don., a qual o M. sterilia esta associado (Yang et al., 2004).
Temos outro exemplo, como derivados do acido giberélico que ¢ produzido pela planta
Curcubita maxima Duch., tendo sido também isolado do fungo Gibberela fugikuroi que vive
associado a essa planta (Stowe; Yamaki, 1957).

Entretanto, ndo ¢ somente na producdo de compostos ja conhecidos que estes
microrganismos tém seu valor, pois inimeros trabalhos tém demonstrado que se apresentam
também como promissora fonte de outros metabolitos secundarios de grande atividade
bioldgica, dentre eles pode-se destacar os trabalhos realizados por Huang et al. (2001) que
demonstraram a potente atividade antitumoral e antifngica de varios endofiticos isolados de
Taxus mairei (Lemee & H. Lév.) S. Y. Hu, Cephalataxus fortunei Hook. ¢ Torreya grandis
Fortune ex Gordon importantes plantas medicinais chinesas. Wang et al. (2002) isolaram de
Taxus mairei e Torreya grandis os endofiticos Paecilomyces sp. e Aspergillus clavatus. Esses
endofiticos produziram diversos metabdlitos bioativos, e dentre eles a brefeldina A que ja foi
produzida por diversas espécies de fungos dos géneros Alternaria, Ascochyta, Penicillium,
Curvularia, Cercospora e Phyllosticta, mas pela primeira vez foi isolada de Paecilomyces sp.
e Aspergillus clavatus.

Um agente imunodepressivo, denominado subglutinol, foi produzido a partir do fungo
endofitico Fusarium subglutinans isolado da planta medicinal Tripterigium wilfordii Hook.
F., por Lee et al. (1995). Dessa mesma planta Strobel et al. (1999b) isolaram o fungo
endofitico Cryptosporiopsis quercina que produziu criptocandina, um antibidtico potente
contra Candida albicans e Trichophyton spp. Criptocandina também foi ativo contra os

fitopatogenos Sclerotinia sclerotiorum e Botrytis cinerea.
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Da planta Artemisia annua L., utilizada na China devido a atividade antimalarica, Lu
et al. (2000) isolaram o fungo endofitico Colletotrichum sp. A partir da cultura desse
endofitico obtiveram trés novos metabolitos antimicrobianos.

Guignardia sp., Phomopsis sp. e Pestalotiopsis guepinii, isolados de Spondias
mombin Jacq. (Anacardiaceae) por Rodrigues et al. (2000), produziram metabodlitos
secundarios com atividade antimicrobiana.

Das folhas de rizomas de gengibre (Amomum siamense Craib), Bussaban et al. (2001)
isolaram diversos fungos endofiticos, dentre eles os géneros Colletotrichum, Glomerella,
Xylaria e Phomopsis.

Himatanthus sucuuba Wood. é uma planta medicinal da Amazonia, cujo latex é
utilizado como agente antitumoral, antiinflamatorio, antifiingico, vermifugo e antianémico.
Das folhas e dos segmentos nodais dessa planta foram isolados os fungos endofiticos dos
géneros Guignardia, Colletotrichum, Phomopsis, Glomerella, Pestalotia ¢ Xylaria
(Magalhaes, 2001).

No estudo da diversidade e composicdo das comunidades de fungos endofiticos, da
espécie tropical Guarea guidonia (L.) Sleumer, foram isoaldas trinta e oito morfoespécies,
sendo os géneros Phomopsis, Colletotrichum, Xylaria e Rhizoctonia os mais abundantes
(Gamboa; Bayman, 2001).

Do fungo endofitico Mycelia sterila, isolado de Atropa belladonna L., foram
produzidas trés novas preussomerinas, com atividades antibacteriana e antifungica (Krohn et
al., 2001).

Da espécie Symphytum officinale L., conhecida popularmente como confrei, Pileggi et
al. (2002) isolaram fungos endofiticos e os testaram contra as bactérias Staphylococcus aureus
e Klebsiella pneumoniae. Os resultados foram excelentes, os microrganismos foram ativos
sobre a bactéria Staphylococcus aureus, inibindo seu crescimento.

Das plantas Aspidosperma tomentosum Mart. e Spondias mombin Jacq., Corrado ¢
Rodrigues (2004) isolaram o fungo endofitico Phomopsis sp. e verificaram que os metabolitos
secundarios produzidos por essa espécie apresentaram atividade antimicrobiana contra
bactérias, fungos filamentosos e leveduras.

De oitenta e uma plantas medicinais da Tailandia foram isoladas trezentos e sessenta
endofiticos. Os extratos de noventa ¢ dois isolados inibiram a bactéria Mycobacterium
tuberculosis, seis extratos inibiram o Plasmodium falciparum, quarenta isolados apresentaram
forte atividade contra um virus causador da herpes e quarenta e oito extratos foram ativos

frente a células de cancer de mama (Wiyakrutta et al., 2004).
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Cento e trinta fungos endofiticos foram isolados de doze plantas medicinais
tradicionais chinesas, sendo posteriormente testados quanto as atividades antitumorais e
antifingicas. A atividade antitumoral foi exibida por 9,2% dos isolados e 30% dos endofiticos
demonstraram atividade antifungica (Li et al., 2005).

Das folhas de Cassia spectabilis DC., planta utilizada popularmente no Brasil para
tratamento de gripes e como laxante, foi isolado o fungo endofitico Phomopsis cassiae que
produziu dois novos metabolitos. Em experimentos in vitro esses compostos foram fortemente
ativos contra Cladosporium sphaerospermum e C. cladosporioides. Além da atividade
antifungica, apresentaram citotoxidade contra a linhagem celular de tumor cervical humano
(Silva et al., 2005).

Da planta medicinal Quercus variabilis Blume, utilizada na China para afecg¢oes da
garganta, foram isolados 67 fungos endofiticos que foram testados contra fungos e bactérias
patogénicos ao homem. Dos isolados, Cladosporium sp. mostrou-se mais ativo contra
Aspergillus niger, Candida albicans, Epidermophyton floccosum, Microsporum canis ¢
Trichophyton rubrum (Wang et al., 2006). Dessa mesma planta, Ge et al. (2008) isolaram um
endofitico do género Penicillium sp., de cuja cultura foram extraidos trés alcaldides com
propriedades citotoxicas contra algumas linhagens de células cancerigenas.

Silva (2006b) isolou fungos endofiticos Conyza bonariensis (L.) Cronquist, planta
conhecida vulgarmente como rabo-de-raposa, sendo utilizada na medicina popular contra
micoses superficiais. Alguns isolados apresentaram atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis,
Candida albicans, Malassezia furfur e M. sympodialis.

Phongpaichit et al. (2006) estudaram a atividade antimicrobiana de fungos endofiticos
isolados de plantas do género Garcinia, utilizadas na medicina tradicional para tratamento de
infecgdes. Os extratos dos fungos inibiram o crescimento dos patogenos Staphylococcus
aureus, Candida albicans e Cryptococcus neoformans. As espécies isoladas foram
representantes dos géneros Phomopsis sp. e Botryosphaeria sp.

Tithonia diversifolia A. Gray ¢ uma planta que possui diversas propriedades
medicinais, sendo usada no tratamento de malaria, diarréia, hepatite e¢ ainda possui
propriedades antiinflamatéria, antifingica, antibacteriana e antiviral. A partir de suas folhas
foi isolado o fungo endofitico Phoma sorghina de cuja cultura foram extraidos seis
compostos: Trés antraquinonas conhecidas (1,7-diidroxi-3-metil-9,10-antraquinona, 1,6-

diidroxi-3-metil-9,10-antraquinona e 1-hidroxi-3-metil-9,10-antraquinona), uma nova
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antraquinona (1,7-diidroxi-3-hidroximetil-9,10-antraquinona), e dois novos derivados
hexaidroantraquindnicos, dendriois E e F (Borges; Pupo, 2006).

Tayung e Jha (2006) isolaram 33 fungos endofiticos das cascas da planta medicinal
Taxus baccata L. Vinte e trés isolados foram testados quanto a atividade antimicrobiana. Os
extratos de cinco isolados apresentaram alta atividade antimicrobiana, exibindo zonas de
inibi¢ao de até 24 mm.

De Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H. Rob., planta cujas folhas sdo usadas para
preparar chas antidiabéticos, foram isolados trinta e dois fungos endofiticos, quatro foram
identificados como: Papulospora immersa, Preussia minima, Aspergillus niger van e
Curvularialunata var. aeria. Do cultivo dos fungos foram obtidos duzentos extratos,
dezessete deles apresentaram alta atividade citotdxica, inibindo a proliferacdo das células em
75%, sendo considerados fontes promissoras de metabdlitos secundérios anticancerigenos
(Gallo et al., 2007).

De vinte e nove plantas medicinais chinesas foram isolados duzentos e noventa e dois
fungos endofiticos. Os metabdlitos presentes nas culturas de alguns endofiticos apresentaram
forte atividade antioxidante (Huang et al., 2007).

Da planta medicinal Thottea grandiflora Rottb. foi isolado um novo endofitico, sendo
denominado Streptomyces SUK 06. Os metabodlitos secundarios extraidos desse fungo
demonstraram atividade contra as bactérias patogénicas apresentando diferentes zonas de
inibicdo e exibiram atividade antifingica com percentual de inibicdo de até 62% (Ghadin et
al., 2008).

O composto gentiopicrin foi produzido por um fungo endofitico, isolado da planta
Gentiana macrophylla Root, usada na medicina chinesa ha 2000 anos (Yin et al., 2009).

Gong e Guo (2009) isolaram 172 fungos endofiticos da planta medicinal Dracaena
cambodiana Pierre ex Gagnep. ¢ 128 de Aquilaria sinensis Merr. De acordo com as
caracteristicas morfoldgicas, 58% dos isolados puderam ser identificados, os demais que ndo
esporularam foram agrupados em oito grupos morfoldgicos. Os endofiticos foram
investigados preliminarmente, através de testes de antagonismo utilizando seis
microrganismos responsaveis por patologias clinicas. Todos os isolados apresentaram
atividade antimicrobiana em relagdo a Escherichia coli. Uma porcentagem maior de
endofiticos, isolados de D. cambodiana exibiram forte atividade antimicrobiana, em
comparagao aos isolados de A. sinensis, sendo que a zona de inibi¢do variou num raio de 7 a

27 mm.
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O fungo endofitico Chaetomium globosum isolado das folhas da planta medicinal
Ginkgo biloba L., produziu alguns metabolitos bioativos ¢ dentre estes um novo citotoxico
derivado clorado de azafilona denominado caetomugilina D. Todos os compostos produzidos
demonstraram uma significativa inibi¢do do crescimento de Artemia salina e Mucor miehei

(Qin et al., 2009).

3.2.3. Endofiticos produtores de substancias antimicrobianas

Virias classes quimicas, como alcaldides, citocalasinas, esterdides, fenilpropandides,
fenois, flavondides, isocumarinas, quinonas, xantonas, compostos alifaticos e clorados, tém
sido representadas nos metabolitos secundérios bioativos produzidos por fungos endofiticos
(Tan; Zou, 2001; Schulz; Boyle, 2005). Esses compostos tém exibido diversas atividades
biologicas, como antibacteriana, antifungica, algicida, antimalarial e herbicida.

Dos extratos obtidos de espécies do género Pezicula foram isoladas as seguintes
substancias: (R)-meleina, (-)-micorrizina A, 2-metoxi-4-hidroxi-6-metoximetilbenzaldeido,
(+)-criptosporiopsina e 4-epi-etiosolideo. Esses metabolitos secundarios apresentaram forte
atividade fungicida e herbicida, e em menor grau atividade algicida e antibacteriana (Schulz et
al., 1995).

Do fungo endofitico Phomopsis sp. foi isolado o antibidtico fomopsicalasina, com
atividade contra Bacillus subtilis, Salmonella gallinarum, Staphylococcus aureus e Candida
tropicalis (Horn et al., 1995).

O extrato organico de Pestalotiopsis microspora exibiu uma zona de inibigdo contra a
bactéria Bacillus subtilis. Desse endofitico foi isolado o acido torreianico que foi testato in
vitro contra linhagens de células cancerigenas humanas, demonstrando ser de 5 a 10 vezes
mais potente contra as cé€lulas cancerigenas do que a proteina quinase C (Lee et al., 1996).

Calistru, McLean e Berjak (1997) estudaram a producdo de metabolitos por duas
espécies de fungos Trichodermas, Trichoderma viride e Trichoderma harzianum e realizaram
testes antimicrobianos com os extratos das culturas. Ambos inibiram o crescimento de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, sendo que os extratos de T. viride apresentaram um
efeito inibitorio bem maior. A atividade enzimatica extracelular de Trichoderma spp. foi
associada a inibi¢do do crescimento Fusarium moniliforme e Aspergillus flavus.

Pelaéz et al. (1998) isolaram 152 fungos endofiticos de nove plantas cultivadas em

solo salino e com gesso, sendo as espécies Alternaria alternata, Sporormiella intermedia,
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Rhizoctonia sp., Epicoccum purpurascens, Pleospora herbarum, Cladosporium herbarum,
Sporormiella australis as mais freqiientes. Foi observada a capacidade de produgdo de
metabolitos secundarios com atividade antimicrobiana, realizando testes com bactérias e
leveduras patogéncicas humanas. Verificaram que 70% dos extratos fingicos inibiram o
crescimento da bactéria Bacillus subtilis e apenas um composto, produzido pelo endofitico
Sporormiella grandispora, inibiu o crescimento da bactéria Enterococcus faecium.

Um novo pentacetideo agente antifingico foi isolado do fungo endofitico Fusarium
sp., nos ensaios esse composto demonstrou potente atividade contra Candida albicans (Brady;
Clardy, 2000).

Da planta Quercus sp. foi isolado o fungo endofitico Cytonaema sp. Esse fungo
produziu os acidos citonicos A e B com capacidade inibitdria contra o citomegalovirus, um
oportunista patogénico humano (Guo et al., 2000).

Rodrigues et al. (2000) testaram os extratos produzidos pelos fungos endofiticos de
Spondias mombin contra actinomicetos, leveduras, fungos filamentosos, bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Os autores verificaram que os extratos de Guignardia sp.,
Phomopsis sp. e Pestalotiopsis guepinii inibiram o crescimento de actinomicetos, sendo que
os extratos de Guignardia sp. também foram ativos contra Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Saccharomyces cerevisiae, Geotrichum sp., e Penicillium canadensis. Os extratos de
P. guepinii apresentaram atividade contra Saccharomyces cerevisae, enquanto os extratos de
Phomopsis sp. inibiram os fungos patogénicos Cladosporium elatum, Mycotypha sp. e S.
cerevisae.

De alguns géneros de orquideas, Scrugli et al. (2000) obtiveram raizes que foram
investigadas quanto a presenca de endofiticos. Os fungos isolados foram testados contra os
patdgenos Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Candida albicans,
Candida tropicalis e Cryptococcus neoformans. Os endofiticos que foram isolados das
orquideas pertencentes ao género Barlia apresentaram amplo espectro de agdo antimicrobiana,
enquanto os isolados do género Limodorum apresentaram atividade bastante especifica, contra
apenas um tipo de microrganismo patégeno.

Da Artemisia mongolica Fisch. ex Besser, Zou et al. (2000) isolaram o fungo
endofitico Colletotrichum gloeosporioides de cuja cultura obteve-se o acido coletotrico com
acdo antimicrobiana contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Sarcina lutea e

Helminthosporium sativum.
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Liu et al. (2001) avaliaram a atividade dos extratos das culturas de 39 fungos
endofiticos isolados de Artemisia annua L., verificando que a maioria dos extratos possuiam
substancias ativas contra fungos fitopatogénicos.

Jesterona e hidroxi-jesterona foram dois novos compostos produzidos pelo fungo
endofitico Pestalotiopsis jesteri. Ambos apresentaram atividade antimicotica, porém os
resustados obtidos de jesterona foram melhores. Nos testes, o fungo basidiomiceto
Rhizoctonia solani e o ascomiceto Pyricularia oryzae foram sensiveis apenas a jesterona. E
este composto também foi ativo contra os fungos oomicetos Pythium ultimum, Aphanomyces
sp., Phytophthora citrophthora e P. cinnamomi (Li; Strobel, 2001).

Do fungo endofitico Phomopsis sp. foram isoladas duas novas xantonas,
fomoxantonas A e B. Estes dois compostos exibiram significativa atividade contra
Plasmodium falciparum e Mycobacterium tuberculosis (Isaka et al., 2001).

De Pestalotiopsis spp. e de Monochaetia sp., endofiticos associados a muitas espécies
de plantas tropicais, foi isolado o dcido ambuic que nos testes de atividade antimicrobiana
demonstrou atividade contra varias espécies de Fusarium, Diplodia natalensis,
Cephalosporium gramineum e Pythium ultimum (Li et al., 2001).

Muscodor albus obtido de Cinnamomum zeylanicum Blume produz uma mistura de
compostos volateis antimicrobianos capazes de inibir e matar diversos fungos e bactérias
fitopatogenos, como Rhizoctonia solani, Phytophthora cinnamomi, Pythium ultimum, entre
outros (Strobel et al., 2001). Esse mesmo endofitico foi isolado em outras plantas, no norte da
Australia, incluindo Grevillea pteridifolia Knight, Kennedia nigriscans Lindl. ¢ Terminalia
prostrata Pedley. Os compostos organicos volateis produzidos diferiram do extrato original
de Muscodor albus isolado de Cinnamomum zeylanicum Blume, em virtude da produgdo de
naftaleno e outros compostos, mas nos bioensaios envolvendo diversos microrganismos,
apresentaram grande atividade biologica contra fungos e bactérias (Ezra et al., 2004a). A
descoberta de compostos volateis isolados de endofiticos, com atividade antifungica, indica
possiveis utilizacdes desses compostos na agricultura, por meio de microfumigagdo, e até
mesmo o uso no tratamento de micoses em seres humanos (Strobel, 2003).

Da planta Terminalia morobensis foi isolado o endofitico Pestalotiopsis microspora.
Este fungo produziu um composto identificado como isopestacin, com atividade antioxidante
e antifungica. O isopestacina reduziu em 100% o crescimento dos fungos Pythium ultimum,
Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia solani (Strobel et al., 2002).

Schulz et al. (2002) realizaram uma revisao sobre os fungos endofiticos como uma

nova fonte de metabdlitos secundarios, biologicamente ativos. Ao comparar os fungos
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isolados de algas, de plantas e do solo, verificaram que nos testes de atividade antibacteriana,
fungicida, algicida e herbicida, 83% dos endofiticos de algas e 80% dos endofiticos de plantas
exibiram pelo menos uma das atividades, comparado a 64% dos fungos do solo. Os autores
demonstraram que a propor¢do de novos compostos produzidos por endofiticos, cujas
estruturas ainda ndo foram elucidadas (51%) ¢ relativamente maior que a produgdo por
isolados do solo (38%).

Um endofitico do género Streptomyces sp. foi isolado a partir de Grevillea pteridifolia
Knight, uma pteridéfita, por Castillo et al. (2003). Da cultura do endofitico foi produzido
cacadumicina A, um novo e potente antibidtico com atividade frente as bactérias Gram-
positivas, Bacillus anthracis, Enterococcus faecium, Staphylococcus simulans,
Staphylococccus aureus e Listeria monocytogenes. O cacadumicina A também foi ativo
contra o Plasmodium falciparum, causador da malaria e contra o cancer de mama humano.

Das folhas de Lonchocarpus guilleminianus (Tul.) Malme, conhecida vulgarmente
como rabo-de-macaco, Pinto (2003) isolou 36 microrganismos endofiticos, dos quais 24
foram fungos filamentosos. Dos fungos isolados, 10 apresentaram atividade antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Echerichia coli,
Candida albicans, Candida spp. e Aspergillus niger.

O fungo endofitico Gliocladium sp. isolado de Eucryphia cordifolia Cav. produziu um
composto organico volatil, letal para os fitopatogenos Pythium ultimum e Verticillum dahliae
(Stinson et al., 2003).

Do fungo endofitico Pestalotiopsis microspora, Harper et al. (2003) isolaram um
composto denominado pestacina que exibiu propriedades antiflingicas e antioxidantes.

Trés novos derivados de dihidroisocumarina foram produzidos pelo fungo endofitico
Geotrichum sp., isolado da planta Crassocephalum crepidioides S. Moore. Esses novos
compostos apresentaram atividades antimalarial, antituberculose e antifingica (Kongsaeree et
al., 2003).

Da planta Monstera sp., da regido da Amazonia peruana, Ezra et al. (2004b) isolaram
o endofitico Streptomyces sp. que produziu um composto denominado coronamicina. Nos
testes contra patégenos humanos, essa substancia foi ativa contra o fungo patogénico humano
Cryptococcus neoformans e contra o parasita causador da malaria, Plasmodium falciparum.

Souza et al. (2004) isolaram endofiticos das plantas toxicas da Amazoénia Palicourea
longiflora DC. e Strychnos cogens Benth. Dos endoéfitos isolados de P. longiflora foram
identificados os fungos: Colletotrichum sp. e seu telemorfo Glomerella sp., Guignardia sp.,

Aspergillus niger, Phomopsis sp. ¢ Xylaria sp. de S. cogens foram isolados e identificados os
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fungos endofiticos: Colletotrichum sp., Guignardia sp., Aspergillus niger ¢ Trichoderma sp.
Uma amostra de 79 isolados fungicos teve seus metabolitos extracelulares bioensaiados contra
microrganismos patogénicos e fitopatogénicos. Desses isolados, dezenove inibiram um ou
mais microrganismos-teste.

Uetanabaro (2004) isolou actinomicetos endofiticos de Tocoyena formosa K. Schum e
verificou que alguns isolados do género Microbispora apresentaram atividade antimicrobiana
contra as bactérias Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus. Uma linhagem apresentou atividade antifungica frente ao Aspergilus
niger.

Das folhas sadias de Cynodon dactylon (L.) Pers., Liu et al. (2004) isolaram pela
primeira vez o fungo endofitico Aspergillus fumigatus CYO018, do qual foram extraidos dois
novos metabolitos, asperfumoide e asperfumina, além de outros seis compostos bioativos. Os
autores realizaram testes com esses metabolitos utilizando os fungos patogénicos humano
Candida albicans, Tricophyton rubrum e Aspergillus niger. Asperfumoides ¢ outros quatro
compostos inibiram o crescimento de Candida albicans.

Rhizoctonia sp. foi isolado como endofitico, presente nas folhas de Cynodon dactylon
(L.) Pers., e de sua cultura foram extraidos cinco compostos, destes uma nova benzofenona,
denominado de acido rhizoctonico que apresentou atividade contra Helicobacter pylori (Ma et
al., 2004).

Almeida et al. (2005) isolaram e identificaram a microbiota fingica endofitica de
apices caulinares de pupunheira (Bactris gasipaes Kunth), cultivada in vivo ¢ in vitro. Os
endofiticos isolados do cultivo in vitro foram: Fusarium oxysporum, Neotyphodium sp. e
Epicoccum nigrum; os das plantas in vivo, foram: Fusarium sp., F. Proliferatum, F.
Oxysporum, Colletotrichum sp., Alternaria gaisen, Neotyphodium sp. e Epicoccum nigrum.
Estes sete endofiticos foram reintroduzidos in vitro na planta hospedeira. Neotyphodium sp. e
Epicoccum nigrum foram os unicos que permaneceram como endofiticos, os demais
comportaram-se como patoégenos, diminuindo o desenvolvimento das plantulas em relagio as
plantas sem inocula¢do. Sendo assim, E. nigrum e Neotyphodium sp. podem ser utilizados
como agentes de controle bioldgico dos patdégenos de pupunheira.

Caféu et al. (2005) realizando o estudo quimico dos extratos produzidos pelo fungo
Xylaria sp., isolaram substancias com atividade antifingica em potencial e de interesse
comercial. Os pesquisadores relataram pela primeira vez as substancias 7-cloro-griseofulvina,
citocalasina B ¢ griseofulvina sendo produzidas por um fungo endofitico do género Xylaria, e

também isolaram acido 2-hexilideno-3-metilbutanodiodico e citocalasina D que ja haviam sido
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relatadas como metabolitos de Xylaria sp., mas essa foi a primeira vez como compostos
produzidos por um fungo endofitico.

De Acanthus ilicifolius L. e Acrostichum aureum L., duas espécies do manguezal da
costa sudoeste da India, foram isolados catorze fungos endofiticos que foram testados contra
as bactérias Bacillus subtilis, Enterococcus sp., Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aerugionsa, Salmonella typhi e Staphylococcus aureus, e contra os fungos Candida albicans e
Trichophyton metagrophytes. Os fungos endofiticos Cumulospora marina e Pestalotiopsis sp.
demonstraram consideravel inibicdo frente as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Duas espécies pertencentes aos géneros Aspergillus sp. e Pestalotiopsis sp. inibiram varias
bactérias ¢ C. albicans. Além da atividade antimicrobiana, todos os fungos produziram
enzimas extracelulares (Maria et al., 2005).

Dos frutos de Melia azedarach L. foi isolado o fungo endofitico Penicillium
janthinellum. Da cultura desse fungo foi isolada uma nova antraquinona, denominada
jantinona e outros policetideos conhecidos, dentre eles citrinina que inibiu em 100% o
crescimento do protozoario Leishmania mexicana (Marinho et al., 2005).

Inacio et al. (2006) relataram pela primeira vez o fungo Colletotrichum gloesporioides
como um endofitico, tendo sido isolado de Cryptocarya mandioccana, uma espéciec da Mata
Atlantica. Verificaram que os compostos produzidos por esse endofitico apresentaram forte
atividade antifungica contra os fungos fitopatdgenos Cladosporium cladosporioides e
Cladosporium sphaerospermum.

Fungos endofiticos de cacaueiros (Theobroma cacao L.) e de cupuaguzeiros
(Theobroma grandiflorum Schum.) com potencial de controlar a podriddo-parda no cacau,
causada pelo fitopatogeno Phytophthora palmivora, foram isolados e selecionados por
Hanada (2006). Dos endofiticos testados Trichoderma viride foi o mais eficiente no controle
da doenga.

Guimaraes (2006) ao realizar a prospeccdo quimica e bioldégica em endofiticos
associados a Viguiera arenaria Baker, verificou que extratos obtidos desses microrganismos
demonstraram atividade contra Staphilococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans.
E dois extratos foram promissores frente as enzimas gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase de
Trypanosoma cruzi e adenina-fosforribosil-transferase de Leshmania tarentolae.

A andlise da diversidade genética, antimicrobiana e celulolitica de endofiticos da
rizosfera de cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) foi estudada por Nascimento (2006).
Dos fungos endofiticos isolados 16% apresentaram atividade antimicrobiana contra os fungos

fitopatdgenos de cana-de-agtcar.
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Weber et al. (2007) isolaram de frutos e do solo fungos endofiticos das divisdes
Ascomycota ¢ Basidiomycota. Dos extratos obtidos desses endofiticos verificaram que os
compostos produzidos possuiam atividade contra o patdgeno Candida albicans, sendo que na
divisdo Ascomycota houve uma propor¢ao maior de endofiticos com atividade antifingica.

O fungo Acremonium sp. foi isolado, por Hussain et al. (2007), como endofitico de
Plantago lanceolata L. Da cultura desse fungo foi extraido o composto djalonensona, sendo
testada a sua atividade herbicida, antibacteriana e antifingica. Djalonensona demonstrou uma
forte atividade antifungica contra o fitopatdogeno Microbotryum violaceum.

O fungo endofitico Botryosphaeria mamane, isolado de Garcinia mangostana,
produziu um novo dihidrobenzofurano, o botryomaman e mais seis compostos. Dentre estes,
primina exibiu a melhor atividade contra Staphylococcus aureus (Pongcharoen et al., 2007).

Oito diferentes policetideos foram produzidos por espécies de Penicillium isolados das
plantas Melia azedarach L. e Murraya paniculata (L.) Jack. As substancias identificadas
como citrinina 5 e citrinina H-1 foram testadas frente as bactérias Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtilus. Citrinina H-1 apresentou efeito bactericida em
relagdo a E. coli, diferindo da citrinina que s6 apresentou efeito bactericida em concentragdes
acima de 500 pg mL™. Em relagdo as demais bactérias a atividade de ambas foi similar. Os
demais compostos foram biologicamente ativos (Pastre et al., 2007).

Das flores de Urospermum picroides F. W. Schmidt, uma planta medicinal que possui
atividade citotoxica, Aly et al. (2008) isolaram o fungo endofitico Ampelomyces sp. e testaram
a atividade antimicrobiana do extrato fungico. Dos catorze compostos identificados, doze
inibiram os microrganismos patogenos Staphylococcus aureus, S. epidermidis e Enterococcus
faecalis.

Do género Theobroma, Bailey et al. (2008) isolaram endofiticos candidatos ao
biocontrole de doengas do cacau. Sendo quinze isolados do género Trichoderma e um isolado
da espécie Colletotrichum gloeosporioides. Os isolados variaram em suas capacidades para
produzir metabodlitos com capacidade de inibir o crescimento de Moniliophtora roreri. Os
melhores resultados foram demonstrados por Trichoderma TKON21 e T. ovalisporum que
inibiram completamente o crescimento de M. roreri. Colletotrichum gloeosporioides também
foi isolado por Mejia et al. (2008), juntamente com os endofiticos Clonostachys rosea e
Botryosphaeria ribis a partir de tecidos saudaveis de Theobroma cacao (cacau). Esses
endofiticos demonstraram um bom antagonismo contra Moniliophtora roreri, M. perniciosa e

Phytophthora palmivora, os principais patoégenos do cacau. No ensaio em campo, a presenga

22



de C. gloeosporioides reduziu a porcentagem de frutos infectados por P. palmivora em trés de
cada quatro fazendas.

De Dillenia indica Blanco, uma arvore tropical, foi isolado um fungo endofitico,
identificado como Hypocrea spp. NSF-08, sendo um género telemorfico de Trichoderma. Os
compostos obtidos a partir dos extratos desse fungo inibiram o crescimento de Staphylococcus
aureus e Fusarium oxysporum (Gogoi et al., 2008).

Da cultura do fungo endofitico Pestalotiopsis adusta, Li et al. (2008) isolaram trés
novos compostos derivados de benzofenona clorada, sendo denominados de pestalocloretos
A, B e C. Pestalocloreto A demonstrou uma potente atividade antifingica contra Fusarium
culmorum e pestalocloreto B exibiu uma extraordinaria atividade contra Gibberella zeae e
Verticillium aibo-atrum.

O fungo endofitico Phomopsis sp. PSU-D15, isolado das folhas de Garcinia dulcis,
produziu trés novos metabolitos, um deles, o pomoenamida apresentou in vitro uma moderada
atividade contra Mycobacterium tuberculosis H37Ra (Rukachaisirikul et al., 2008).

Do fungo endofitico Pestalotiopsis fici, Liu et al. (2008) isolaram cinco novos
compostos derivados do ciclopropano, denominados de pestaloficidis A-E (1-5). Os
pestaloficidis 1, 2 e 4 demonstraram efeito inibitorio contra a replicagdo do virus HIV-1 em
determinadas células.

Pestafolideo A e pestafitalideos A e B foram novos compostos isolados a partir do
fungo endofitico Pestalotiopsis foedan. Os trés compostos apresentaram atividade antifungica
moderada frente aos patégenos Candida albicans, Geotrichum candidum e Aspergillus

fumigatus (Ding et al., 2008).

3.2.4. Antagonismo entre microrganismos

Os microrganismos com potencial para alterar as fungdes vitais dos fitopatogenos sao
considerados antagonistas. Os endofiticos sdo antagonistas quando ocupam o mesmo nicho
ecoldgico do fitopatdogeno, competindo por espago e por nutrientes dentro da planta, nessa
competi¢ao ocorre a produgdo de substancias toxicas ao patégeno e de alguma forma podem
fazer com que a planta hospedeira desenvolva resisténcia as doengas ( Melo; Azevedo, 1998).

Mariano (1993) cita que os métodos utilizados no processo de selecdo de
microrganismos antagonicos podem ser realizados in vitro ou in vivo, onde a maioria dos

trabalhos publicados sdo ensaiados inicialmente em laboratérios, para testar posteriormente in
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vivo, no campo, ou em casa de vegetacdo, onde todas as condigdes dos ensaios sao
controladas.

Gliocladium e Trichoderma spp. demonstraram potencial biocontrole do fitopatogeno
Phytophthora cactorum, no estudo desenvovlvido por Smith et al. (1990).

Na busca de um controle para a doenga do trigo (Triticum aestivum L.) conhecida por
mancha bronzeada, causada pelo fungo Drechslera tritici-repentis, Linhares et al. (1995)
isolaram cem microrganismos de plantas de trigo e avaliaram o comportamento in Vitro desses
microrganismos contra Drechslera tritici-repentis. Os pesquisadores detectaram uma
variabilidade na a¢do dos microrganismos frente aos diferentes isolados do patdégeno. Entre os
microrganismos testados, 12% apresentaram um controle de 80 a 100% sobre todos os
isolados do patogeno Drechslera tritici-repentis.

Diferentes testes de antagonismo in vitro foram realizados por Martins-Corder e Melo
(1998), utilizando Trichoderma spp. contra o fungo fitopatogénico Verticillium dahliae. Os
autores constataram que a maioria dos antagonistas colonizou e produziu esporos em
abundéncia sobre as colonias de V. dahliae. Os isolados de Trichoderma spp. secretaram
metabodlitos toxicos que causaram a degradagdo das hifas hospedeiras, inibindo o
desenvolvimento de V. dahliae. No contato intimo entre as hifas, o antagonista enrolou-se no
V. dahliae, formando estruturas semelhantes a ganchos, causando a destrui¢do da parede
celular, provavelmente para obter nutrientes a partir das células mortas.

Visando avaliar o biocontrole de Ralstonia solanacearum, responsavel pela murcha-
bacteriana do tomateiro, Moura e Romeiro (1999) testaram isolados de actinomicetos quanto
ao antagonismo in Vitro em relagdo aos isolados de R. solanacearum. A maioria dos isolados
apresentou uma atividade considerada intermedidria em relacdo a inibi¢do do crescimento do
fitopatdogeno. O isolado que apresentou maior atividade, inibiu 42% dos isolados de R.
solanacearum.

Na busca por microrganismos com potencial para controle biologico de fitopatdgenos,
o género Trichoderma esta entre os mais estudados.

Buscando obter formas alternativas de controle da pinta-preta da erva-mate, causada
por Cylindrocladium spathulatum, Gomes et al. (2001) desenvolveram um estudo cujo
objetivo foi selecionar fungos e bactérias antagonicos a C. spathulatum in vitro ¢ in vivo. Os
isolados de bactérias e de Trichoderma que apresentaram maior percentual de inibigdo,
através da técnica de cultura pareada, com produ¢do de antibidticos e por hiperparasitismo,
respectivamente, foram selecionados para serem empregados nos testes subseqiientes com

papel celofane, placas sobrepostas, inibi¢do de germinag¢dao de esporos, antagonismo em
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folhas destacadas e em mudas. Os autores concluiram que os isolados de Bacillus sp. foram
mais antagonicos a Cylindrocladium spathulatum que os de Trichoderma.

Buscando o biocontrole da vassoura-de-bruxa do cacaueiro, De Marco et al. (2000)
utilizaram Trichoderma harzianum que demonstrou ser um potente antagonista, através da
secrecdo de enzima que afetou substancialmente a parede celular do fitopatogeno Crinipellis
perniciosa.

Ethur et al. (2001) selecionaram isolados de Trichoderma spp. com potencial de
antagonismo sobre o fitopatogeno Sclerotina sclerotiorum, um fungo do solo que causa uma
doenca conhecida como mofo branco. Trés isolados cresceram sobre o patégeno, sendo que
dois deles tomaram menos de dois ter¢os da placa, mas um deles cresceu e tomou mais de
dois ter¢os da placa. O confronto direto entre o antagonista e o patdgeno demonstrou que os
trés isolados utilizaram outras formas de antagonismo, além da antibiose.

Barbosa et al. (2001) avaliaram o antagonismo entre quatro espécies do género
Trichoderma ¢ o fungo Cladosporium herbarum, causador de verrugose em maracuja
(Passiflora edulis Sims). Os resultados demonstraram que trés espécies de Trichoderma
possuem potencial antagonico para o biocontrole de C. herbarum. Mas, T. koningii ndo inibiu
o crescimento de C. herbarum.

Moreira et al. (2002) selecionaram e avaliaram a eficiéncia de microrganismos
antagénicos ao fitopatogeno Monilinia fructicola, causador da podriddo parda nos
pessegueiros (Prunus persicae (L.) Batsch.). Os fungos isolados dos géneros Trichothecium
spp. e Trichoderma spp. inibiram o crescimento do patogeno através da produgdo de
substancias inibitorias. Os isolados de Trichoderma spp. e Penicillium sp. cresceram sobre o
patégeno. Nos frutos, os antagonistas que exerceram maior controle da doenca foram os
isolados de Trichothecium spp., acima de 80% de controle.

O antagonismo de Pseudomonas putida biovar A, P. putida biovar B, P. fluorescens,
Bacillus subtilis ¢ Flavobacterium sp. contra Phytophthora parasitica ¢ P. citrophthora,
fungos fitopatdgenos responsdveis pela podridio radicular dos citros, foi avaliado por
Amorim e Melo (2002). In vitro, os isolados bacterianos Bacillus subtilis, Flavobacterium sp.
e Pseudomonas putida biovar A foram os mais ativos inibidores do crescimento micelial de
Phytophthora.

Com o objetivo de isolar Trichoderma spp. da regido com atividade antagonista contra
Rhizoctonia solani, Cundom et al. (2003) desenvolveram experimentos in vitro utilizando a
técnica de papel celofane e in vivo. Verificaram que todos os isolados diminuiram

significativamente o crescimento miscelial de R. solani, através da produ¢do de compostos
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nao volateis. No campo os pesquisadores observaram uma reducdao significativa na
manifestacdo da doenga causada por R. solani em plantulas de meldo (Cucumis melo Blanco).

Kupper et al. (2003) estudaram a potencialidade antagonistica de isolados de Bacillus
subtilis a Colletotrichum acutatum, responsavel pela queda prematura dos frutos citricos
(Citrus spp.), in vitro e in vivo. Os autores avaliaram 64 isolados de B. subtilis, quatro
isolados de Bacillus spp. e um isolado de B. thuringiensis quanto a capacidade de inibir o
desenvolvimento do fitopatdgeno em cultura pareada e quanto a produgdo de metabolitos com
atividade antimicrobiana. Os isolados que inibiram o patdégeno foram testados em condigdes
de campo visando o controle da doenca. Todos os isolados de Bacillus spp. inibiram o
crescimento de C. acutatum, in vitro, havendo a produgdo de metabolitos capazes de inibir o
crescimento micelial de C. acutatum.

Trichoderma harzianum 650 e Paenebacillus lentimorbus 629 foram selecionados
para avaliar o controle sobre Rhizoctonia solani, Fusarium solani ¢ F.oxysporum in vitro. Os
antagonistas foram eficientes no controle desses fitopatogenos (Montealegre et al., 2005).

Ethur et al. (2005) objetivando selecionar antagonistas a Sclerotinia sclerotiorum
isolaram 112 fungos de quatro géneros, e testaram esses isolados in vitro e in vivo contra o
fitopatogeno. Destes, 17 isolados do género Trichoderma foram considerados potencialmente
ativos nos testes in vitro. Os isolados de Penicillium spp. demonstraram uma inibi¢ao de 0 a
48% e um isolado apresentou uma inibi¢ao 77%. Os isolados de Aspergillus spp. (inibigdo de
0 a 1,4%) e Fusarium spp. (inibi¢ao de 0 a 2,4%) nao mostraram bons desempenhos quando
comparados aos isolados de Trichoderma spp. Mesmo demonstrando os melhores resultados,
a variabilidade entre isolados de Trichoderma foi evidente, pois dos 73 isolados obtidos, oito
ndo apresentaram qualquer inibi¢do no crescimento micelial do fitopatdgeno, mas a maior
parte dos isolados (89%) apresentou indices variados de inibi¢cdo micelial de S. sclerotiorum.

Rubini et al. (2005) isolaram fungos endofiticos de cacau (Theobroma cacao L.) com
o objetivo de testar o potencial antagénico desses fungos contra o fungo Crinipellis
perniciosa, causador de uma severa doenga em cacaueiros, conhecida como vassoura-de-
bruxa. Através da identificagdo morfolégica e da sequéncia de rDNA foram identificados
como os fungos pertencentes a comunidade endofitica de cacau: Acremonium sp.,
Blastomyces sp., Botryosphaeria sp., Cladosporium sp., Colletotrichum gloeosporiodes,
Cordyceps sobolifera, Diaporthe phaseolorum, D. helianthi, Fusarium sp., F.
chlamydosporum, F. oxysporum, F. polyphialidicum, Geotrichum sp., Gibberella zeae, G.
fujikuroi, G. moniliformis, Gliocladium sp., G. catenulatum, Lasiodiplodia theobromae,

Monilochoetes sp., Nectria haematococca, Pestalotiopsis microspora, Phomopsis sp.,
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Pleurotus ostreatus, Pseudofusarium purpureum, Rhizopycnis vagum, Syncephalastrum sp.,
Trichoderma sp., Verticillium sp., V. luteo-album, Xylaria sp. No antagonismo in vitro,
16,22% dos isolados inibiram o crescimento do fitopatogeno Crinipellis perniciosa. No
antagonismo in vivo, Gliocladium catenulatum reduziu em mais de 70% os sintomas da
vassoura-de-bruxa.

No estudo desenvolvido por Melo et al. (2006) uma linhagem de Aspergillus terreus
demostrou forte atividade parasitica contra Sclerotinia sclerotiorum. As interagdes entre o
patégeno e o antagonista revelaram que A. terreus esporulou profusamente sobre os
esclerddios. Na microscopia eletronica de varredura, pode ser visto o antagonista rompendo e
lisando a parede celular e penetrando o interior do esclerddio, estabelecendo-se no tecido
medular do patogeno.

Maki (2006) avaliou o potencial dos fungos endofiticos de cacau como agentes no
controle biologico de Crinipellis perniciosa e de outros fitopatogenos. Dos 145 isolados
avaliados, 38,6% foram considerados como antagdnicos.

Coelho et al. (2007) avaliaram o efeito antagonico de Pichia ohmeri 158 contra
Penicillium expansum ¢ a degradagdo de patulina, uma micotoxina presente em magas, sendo
produzida por P. expansum, o estudo foi realizado in vitro. O sobrenadante do cultivo de P.
ohmeri 158 inibiu 66,17% do desenvolvimento micelial, de P. expansum indicando antibiose
relacionada ao fator killer. A concentragdo inicial de patulina (223 mg) na presenga de células
integras de P. ohmeri foi reduzida em mais de 83% apos dois dias de incubagdo e superior a
99% apds 5 dias, ndo sendo mais detectada no 15° dia.

Lisboa et al. (2007) avaliaram a eficiéncia de Trichoderma harzianum ¢ Gliocladium
viride na redugdo da incidéncia de Botrytis cinerea, reponsavel pelo mofo cinzento em
tomateiro (Lycopersicum esculentum Mill.). Utilizando o método de cultura pareada, os
autores avaliaram in Vitro o potencial de controle dos antagonistas. Apds os resultados das
avalia¢Oes in vitro foram escolhidos dois isolados, um de Trichoderma harzianum e outro de
Gliocladium viride, para serem testados em condi¢des de ambiente protegido. A pulverizagdo
foliar semanal com uma suspensdo com 2x107 conidios mL-1 reduziu significativamente a
incidéncia do mofo cinzento, enquanto na aplicacdo dos antagonistas nas sementes, no
substrato e na cova, no momento do plantio, ndo houve a redu¢ao da incidéncia do patogeno.

Remuska e Pria (2007) avaliaram o efeito antagonista de Trichoderma sp. e Bacillus
thuringiensis contra os fitopatogenos Sclerotium rolfsii., Diaporthe phaseolorum, Pythium
aphanidermatum, Monilinia fructicola, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani,

Fusarium solani ¢ Bipolaris sorokiniana. A bactéria B. thuringiensis mostrou-se eficaz como
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antagonista inibindo o crescimento da maioria dos fitopatdgenos. A inibicdo de crescimento
variou na porcentagem de 39,41 a 7,99 %, para S.rolfsii e B. sorokininana, respectivamente.
Trichoderma sp. exerceu controle significativo apenas sobre S.rolfsii, mas ndo impediu a
formacao de esclerodios.

Martins et al. (2007) estudaram o potencial antagdnico de vinte isolados de
Trichoderma spp. contra o fungo Colletotrichum gloeosporioides, sendo todos os isolados
classificados como altamente antagonistas.

Mello et al. (2008) estudaram o antagonismo entre Dicyma pulvinata contra
Fusicladium macrosporum, em folhas de seringueira. D. pulvinata invadiu os esporos de F.
macrosporum desintegrando-os e esvaziando os seus conteudos, e além disso sobrepds
completamente o patdégeno.

Silva et al. (2008) avaliaram a atividade antagonica in vitro de fungos Trichoderma
spp. frente ao fitopatogeno Phytophthora citrophthora. Os isolados Trichoderma viride, T.
virens, T. harzianu e T. stromaticum demonstraram efeito significativo na inibigdo do
crescimento micelial do fitopatogeno, sendo que Trichoderma stromaticum foi o melhor
antagonista, e T. harzianum apresentou menor antagonismo.

O potencial antagonista do actinomiceto Streptomyces hygroscopicus contra os
fitopatogenos Colletotrichum gloeosporioides e Sclerotium rolfsii foi testado por Prapagdee et
al. (2008). O actinomiceto reduziu o crescimeto micelial de ambos patégenos, mas a redugao
foi maior em C. gloeosporioides.

Assumpcao et al. (2009) isolaram, caracterizaram e identificaram a comunidade
bacteriana endofitica de sementes de soja. Durante a avaliagao biotecnologica dos isolados, os
pesquisadores testaram as bactérias endofiticas in vitro quanto ao antagonismo a fungos
fitopatogénicos, sintese de acido indolacético (AIA) e solubilizagdo de fosfato. Observaram
que 18% dos isolados controlaram o crescimento de fungos fitopatogénicos, 100%
produziram AIA, e 39% solubilizaram fosfato.

Rocha et al. (2009) selecionaram fungos endofiticos da planta medicinal confrei
Symphytum officinale L. buscando o controle bioldgico in vitro do fitopatogeno Sclerotinia
sclerotiorum. Dos doze endofiticos, quatro deles (Trichophyton sp., Chrysosporium sp.,
Candida pseudotropicalis and Candida tropicalis) apresentaram os melhores resultados,

exibindo 46,6% a 50% de redug@o no crescimento micelial do fitopatogeno.
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4. CAPITULO I: Isolamento e caracterizacdo morfol6gica e molecular de
fungos endofiticos de Caesalpinia echinata Lam.

4.1. Introducao

Os endofiticos sao microrganismos que penetram na planta e passam a viver em seu
interior sem causar-lhes danos aparentes, uma vez que os mesmos podem causar infecgdes
assintomaticas nos tecidos internos das plantas. E muitos endofiticos para determinadas
espécies de plantas, podem ser patdogenos para outras tantas espécies. Muitos trabalhos tém
descrito que os endofiticos sdo benéficos as plantas nas quais habitam, fornecendo-lhes
protecdo contra ataques de insetos, de animais herbivoros e de microrganismos
fitopatogénicos, enquanto a hospedeira fornece-lhes principalmente alimento. Mas essa
relacdo simbiodtica pode ser afetada, por algum desequilibrio ambiental ou mesmo a propria
sanidade da planta, o que pode levar um endofitico a comportar-se como patéogeno. Essas
relacdes tém aumentado o interesse no estudo da importdncia desses microrganismos,
principalmente no que diz respeito a producdo de metabdlitos secundérios (Carrol, 1988;
Petrini, 1991; Azevedo et al., 2000).

Em diversas regides do planeta, um nimero muito grande de microrganismos
endofiticos tém sido isolados, mas ainda ha muitas espécies a serem descobertas e
identificadas. Devido a alta diversidade vegetal nas florestas tropicais, deve haver uma
variedade expressiva de endofiticos a serem isolados. Entretanto sdo poucos os trabalhos
publicados em relagdo a endofiticos isolados de espécies nativas das florestas tropicais.

A desinfestagdo ¢ uma etapa crucial no isolamento de endofiticos. Sdo varias as
substancias desinfetantes utilizadas em trabalhos com esses microrganismos, sendo bastante
comum o uso do hipoclorito de s6dio. Contudo, deve haver uma preocupagdo em relacao a
concentragdo e o tempo de utilizacdo desse desinfetante, de acordo com as partes do vegetal
que serao utilizadas (Blanco, 1999).

Outra etapa muito importante ¢ a identificagdo dos microrganismos isolados. Muitos
endofiticos formam coldnias com um aspecto macroscopico bastante caracteristico da espécie,
0 que leva facilmente a uma identificagdo a nivel de género. Outros sdo identificados por
meio de suas estruturas de reproducdo. Atualmente, a andlise da seqiiéncia do RNA

ribossomal tem sido empregada na identificacdo genética desses microrganismos. Utilizando
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esses recursos, os endofiticos isolados no presente estudo foram caracterizados e

identificados.

4.2. Material e Métodos

O trabalho foi realizado nos Laboratérios de Biotecnologia de Plantas e de
Microrganismos Endofiticos, do Instituto de Quimica e Biotecnologia, e de Genética do

Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude, ambos da Universidade Federal de Alagoas.

4.2.1. Material vegetal

Foram utilizados microrganismos isolados de arvores da espécie Caesalpinia echinata
Lam. (pau-brasil), que foram identificadas no trabalho de Machado (2003), encontradas em
uma area de Mata Atlantica, no municipio de Coruripe, no sul do Estado de Alagoas (Latitude
10°2°37°” e Longitude 36°16°20°°), e no Campus A. C. Simdes, da Universidade Federal de
Alagoas (Latitude 9°28’42*’e Longitude 35°34°55°’). Para a coleta, foi realizada uma selegao

aleatoria das plantas adultas, sendo escolhidos caules e folhas de aspectos jovens e sadios.

4.2.2. Meios de cultura

4.2.2.1. Agar-Agua (Kelman et al., 1967):

Agar 20g
Agua destilada 1000 mL

O agar foi fundido em 500 mL de 4dgua destilada, usando um forno de microondas. Em

seguida ajustou-se o volume com 4gua destilada para 1000 mL. Esterilizou em autoclave a

120° C, durante 20 minutos.
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4.2.2.2. Batata, Dextrose e Agar (BDA) (Riker & Riker, 1936):

Discos de batata inglesa descascada
Dextrose

Agua destilada

Agar

pH

200 g
20g
1000 mL
17¢g

6,8

Os discos de batata foram fervidos em 500 mL de agua destilada por 30 minutos. Apos

filtragdo através de gaze, a dextrose foi adicionada ao caldo resultante, completando-se com

agua destilada para 1000 mL. O pH foi ajustado com NaOH 1 mol.L™" antes de adicionar o

agar.

4.2.2.3. Meio Cenoura Agar (CA) (Tuite, 1969):

Cenoura triturada
Agar
pH

20g

17¢g
59

A cenoura triturada foi colocada em 500 mL de 4gua destilada, durante 60 minutos e

depois foi fervida durante 5 minutos. O caldo foi filtrado através de gaze, mediu-se o pH e

acrescentou-se o agar fundido previamente em 500 mL ao meio, sendo em seguida

esterilizado em autoclave por 20 minutos.

4.2.2.4. Meio YPD:

Dextrose

Peptona

Agua destilada
Extrato de levedura
Agar

pH

20g
20g
1000 mL
10g
20g
5,9
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A dextrose, a peptona, o extrato de levedura e o agar foram fundidos em 500 mL de
agua destilada, usando um forno de microondas. Em seguida ajustou-se o volume com agua

destilada para 1000 mL. Esterilizou em autoclave a 120° C, durante 20 minutos.

4.2.3. Procedimento de isolamento e identificacéo

4.2.3.1. Isolamento dos microrganismos endofiticos

Para o isolamento dos microrganismos endofiticos foi utilizada a metodologia descrita
por Petrini (1991), com algumas modificagdes. As coletas do material vegetal na Mata
Atlantica foram realizadas em fevereiro de 2007, e as coletas no Campus A. C. Simdes da
UFAL em outubro de 2007.

Foram coletados caules e folhas, de alguns individuos que anteriormente foram
identificados, no trabalho de Machado (2003), acondicionados em sacos plésticos, etiquetados
e levados ao laboratdrio.

As folhas e os ramos provenientes do campo foram lavados em agua corrente, sendo
as extremidades dos peciolos vedadas com parafina. A desinfeccdo superficial foi feita
mergulhando-se sequencialmente o material em etanol (CH3;CH,OH) a 70% por 10 segundos,
solugdo de hipoclorito de sodio (NaOCl) a 2% por 15 minutos, seguindo-se a lavagem por trés
vezes em aguas destilada e esterilizada, sendo que 100uL da ultima agua de lavagem foi
inoculada nos meios de cultura, em placas de Petri, para verificagdo da eficiéncia da
desinfeccao.

A casca dos ramos, entdo, foi retirada e estes foram seccionados em partes menores. As
folhas, por sua vez, foram seccionadas nas extremidades distal e proximal dos ramos. As
secgdes de ramos e folhas foram dispostos em meio Agar-dgua, em placas de Petri, e
incubados a temperatura ambiente por 30 dias. As colonias fungicas surgidas foram
purificadas, utilizando-se os meios BDA, CA e YPD, sendo, em seguida, estocadas para
posterior identificacdo e avaliacdo de suas relagdes com sintese de alcaldides inddlicos e

diterpendides. O tempo de incubacdo foi de 30 dias.
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4.2.3.2. ldentificacdo dos microrganismos endofiticos

Para a identificagdo, efetuaram-se observacdes macroscopicas das caracteristicas
morfoldgicas das colonias. Posteriormente, microcultivos em BDA, a 28° C, conforme
adaptacao da metodologia de Kern e Blevins (1999). Assim, em uma placa de Petri foi
adicionado um disco de papel toalha, um suporte de platico sobre o qual foi colocada uma
lamina para microscopia, ¢ em seguida, realizou-se a esterilizagdo desse material em uma
estufa a 170° C, por 60 minutos. Na camara de fluxo, a placa foi aberta e depositou-se sobre a
lamina 300 uL de BDA, a fim de formar uma fina pelicula. Apos 48 horas, inoculou-se 20 puL.
da suspensdo de células. A umidade foi mantida pela adi¢ao de 4gua destilada esterilizada no
disco de papel. A placa foi vedada com filme de PVC e mantida incubada por 24 horas, a
28° C. Posteriormente a ldmina foi coberta por uma laminula esterilizada, e levada ao

microscopio para observar esporos ¢ hifas.

4.2.3.3. ldentificacao dos endofiticos através de técnicas moleculares

4.2.3.3.1. Extracdo de DNA

O protocolo de Saghai-Maroof et al. (1984) com adaptagdes, foi utilizado, para a
extracdo de DNA dos fungos endofiticos. Das amostras das coldnias fungicas, com uma
semana de cultivo, separou-se com o auxilio de uma pinga esterilizada, cerca de 0,20 g de
micélio, sendo colocados em tubos para microcentrifuga de 2,0 mL. Mergulhou-se os tubos
em nitrogénio liquido por 5 minutos, e em seguida, o micélio foi macerado com auxilio de
uma ponteira para pipeta. Este processo foi repetido mais uma vez.

Logo apos, adicionou-se 700 pL de tampao de extracdo (TE) de DNA (10 mM Tris-
HCI pH 8.0, 25 mM EDTA e 100 mM NaCl). Posteriormente, foi acrescentado 80 uL. de SDS
(dodecil sulfato de s6dio) 1% e 15 pL de Proteinase K (20 mg/mL), e toda a solugdo foi
homogeneizada. Os tubos foram incubados em banho-Maria a 65°C, durante 1 hora.
Decorrido esse tempo, acrescentou-se cerca de 10% do volume, equivalente a
aproximadamente 88 pL de solucdo de CTAB (brometo de cetil-trimetilamoénio) 10%. Em
seguida, a solucao foi incubada por mais 30 minutos.

Apbs a incubagdo, adicionou-se igual volume de fenol (aproximadamente 850 pL) e

homogeneizou-se a solu¢do durante 3 minutos. Em seguida, centrifugou-se a 14.500 rpm
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durante 7 minutos. Houve a formacao de duas fases, uma fendlica (em baixo) e uma aquosa
(em cima). As fases foram separadas, transferindo-se a fase fenolica para outro tubo de 2 mL.

Foi acrescido a fase aquosa um volume igual de isopropanol 100%, variando de
amostra para amostra, uma vez que cada amostra apresentava sua margem de seguranca,
resultando em quantidade de fases aquosas diferentes. A solu¢do foi homogeneizada até a
visualiza¢ao de um discreto aglomerado, sinalizando a presenca de DNA. Em seguida foi feita
uma centrifugacdo a 14.500 rpm durante 10 minutos. Depois os tubos foram incubados a 20°C
durante 30 minutos, e o isopropanol removido, deixando-se o precipitado.

Os tubos foram invertidos para descartar o excesso de isopropanol. Foi adicionado 600
uL de etanol 70 % e o DNA foi resuspenso. Depois, centrifugaram-se os tubos a 14.500 rpm
durante 7 minutos. O etanol foi descartado e o precipitado foi seco a temperatura ambiente
por 24 horas. O DNA foi resuspenso em 40 pL de TE. Para certificagdo do éxito do protocolo

de extragdo de DNA, foi feito gel de agarose 1%, onde se aplicou as amostras.

4.2.3.3.2. Amplificagdo do rDNA

Para realizar a analise da variabilidade em fungos, tem sido empregada a
amplificagdo de fragmentos do rDNA, através da técnica PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase). Utilizou-se nesta reagao primers especificos, de acordo com White et al. (1990),
descritos na Tabela 1.

O DNA que codifica para RNA ribossémico apresenta-se como um grupo génico no
qual se tem os genes das subunidades 18S, 5,8S e 28S (Figura 4), esses genes sdo separados
por regides denominadas ITS. Nesse grupo os primers ITS1 e ITS2 amplificam a regido ITS1

do rDNA, enquanto os primers ITS3 e ITS4 amplificam a regidao ITS2.

TABELA 1. Primers especificos utilizados na rea¢do de PCR para amplificagcdo do rDNA.

Primer Seqiiéncia
ITS1 F: 5> TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’
ITS2 R: 5> GCTGCGTTCTTCATCGATGC 3’
ITS3 F: 5> GCATCGATGAAGAACGCAGC 3’
ITS4 R: 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’
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ITS1 ITS3
— —

—  18S == 5.85 75 285 —
f— —
ITS2 ITS4

Figura 4. Modelo do cluster génico que codifica para RNA ribossomico (Kamei, 2008).

Para otimizar a PCR em relagdo a sensibilidade e especificidade, foi empregada a
técnica de nested-PCR, de acordo com Miyazaki et al. (1993). Primeiramente foi amplificada
toda a regido ITS, utilizando-se os primers ITS1 e ITS4. Em seguida sob o produto desta
reacdo, com a amostra de DNA diluida em tampao TE na concentragdo de 107!, realizou-se a
segunda PCR, visando as regides-alvo. As regides ITS1 e ITS2 foram amplificadas
utilizando-se os primers, ITS1 e ITS2, e ITS3 e ITS4, respectivamente, conforme
anteriormente descrito.

As reacdes apresentaram um volume final de 25 pl, onde os reagentes e as
concentragoes de primers que foram utilizados estdo descritos na Tabela 2. Os microtubos
contendo as reacdes foram submetidos ao termociclador TC-412 (Techne), na seguinte
seqliéncia: desnaturacao inicial (94°C por 5 minutos), seguida de 35 ciclos compostos por
uma etapa de desnaturacao (94°C durante 1 minuto), uma etapa de anelamento (59°C durante
1 minuto) e uma etapa de extensdo (72°C durante 1 minuto), seguida de uma etapa de

extensdo final de 72°C durante 5 minutos.

TABELA 2. Condigdes para amplificacdo mostrando os reagentes constituintes da reacdo de PCR.

Reagentes Volume / reagéo
Tamp@o Universal (1,5 Mm MgCl, ¢ 0,2 mM dNTP's ) 5,0 uL
Primer 1 (10 pmol/uL) 2,0 uL
Primer 2 (10 pmol/uL) 2,0 uL
Taq Polimerase (1U/0,2 uL) 0,2 uL*
DNA 1,0 pL
H,0 Mili-Q 10,0 uL
Volume final 25,00 uL

*O volume de Taq Polimerase ndo ¢ considerado no volume final da reagao.
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4.2.3.3.3. Purificacao dos produtos da PCR

Posterior a amplificagdo das regides-alvo, as amostras foram purificadas com
isopropanol 65% para a precipitacdo do DNA. Nesta reacdo, foram utilizados 20 pL de
produtos da PCR, dispostos individualmente em tubos de 1,5 mL para microcentrifuga. Em
cada tubo foram acrescidos 72 pL de isopropanol 65%. Homogeneizou-se vigorosamente a
mistura e, logo apos, os tubos permaneceram em repouso a temperatura ambiente, durante 20
minutos. Decorrido esse tempo, centrifugou-se as amostras a 14.500 rpm durante 15 minutos.
Em seguida, descartou-se o isopropanol invertendo-se os tubos. Foram adicionados 250 pL de
etanol 60% e homogeneizou-se a mistura. Centrifugaram-se os tubos a 14.500 rpm durante 5
minutos. Descartou-se o etanol da solu¢do, usando uma pipeta. Os tubos foram colocados para
secar a temperatura ambiente até o dia seguinte. O DNA precipitado foi ressuspendido em
20 pL de tampao TE.

O processo de purificagdo ¢ um procedimento necessario para retirar o excesso de
primers ¢ dNTP's dos produtos de PCR. Esse excesso de primers pode competir com os
reagentes da reacdo de seqlienciamento através de sitios de ligagdo do DNA. E as elevadas
quantidades de dNTP's podem afetar o balango da reacdo de seqiienciamento (Applied

Biosystems, 2000).

4.2.3.3.4. Reacdo para sequenciamento

Foi utilizado nesta reacdo o Kit BigDye'™ Terminator v3.1 (Applied Biosystems,
2002). A reacdo base de seqiienciamento consistiu em um volume final de 10 pL, onde os
reagentes utilizados constam na Tabela 3. As reagdes foram submetidas ao termociclador em
uma seqiiéncia de 25 ciclos compostos por uma etapa de desnaturagdo (96°C durante 10
segundos), uma etapa de anelamento (50°C durante 5 segundos) € uma etapa de extensao

(60°C durante 4 minutos).
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TABELA 3. Reagentes utilizados na reagdo para seqiienciamento com suas respectivas quantidades.

Reagentes Volume / reacéo
Big Dye Mix 2 uL
Sequencing Buffer 2,5X (Tampéo Save $3$) 2 uL
Primer (2,5 pmol/uL) 1 pL
Taq Polimerase (1U/0,2 pL) 0,2 pL*
DNA 1 uL
H,0 Mili-Q 4L
Volume final 10,00 puL

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

4.2.3.3.5. Purificagdo dos produtos da reagdo de sequenciamento

Apoés a reacdo de seqiienciamento, purificou-se o produto da reagdo. Utilizou-se o
mesmo protocolo de precipitagdo, descrito anteriormente, com isopropanol a 65%, com uma
modificagao para a ressuspensao do precipitado, sendo que ao invés de 20 pL. de TE, foram
utilizados 25 pL de formamida Hi-Di.

A purificagdo nesta etapa ¢ necessaria, uma vez que os corantes fluorescentes, nao
incorporados aos produtos da reacdo, podem alterar a qualidade do seqiienciamento. O
excesso de corantes formam picos que podem obscurecer por¢des do eletroferograma gerado

pelo software, resultando na formagao de picos incorretos (Applied Biosystems, 2002).

4.2.3.3.6. Sequienciamento e analise dos dados

Realizou-se o seqilienciamento dos fragmentos ITS1 e ITS2, mediante eletroforese
capilar em seqiienciador automatico ABI Prism 310 Genetic Analyzer, utilizando o polimero
POP6 (Applied Biosystems, 2000), de acordo com as recomendagdes do fabricante.

Depois da 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. Logo apds, foram analisadas as seqiiéncias
consenso de cada fungo, através do programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
das bases de dados da pagina do NCBI (National Center for Biotechnology Information).
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O programa BLAST utiliza o método de algoritmo de maxima subsequéncia, no qual
ha a comparacdo da percentagem de similaridade genética entre uma seqiiéncia de
nucleotideos em estudo, com uma base de dados de sequéncias de nucleotidios disponiveis no

banco de genes do NCBI.

4.3. Resultados e discussao

4.3.1. Isolamento de fungos endofiticos de pau-brasil

De todos os caules e folhas das plantas selecionadas aleatoriamente, surgiram colonias
de endofiticos (Figura 5). Houve um predominio de fungos filamentosos em relacdo a
bactérias, tanto nos caules quanto nas folhas, o que esta de acordo com o trabalho de Petrini et
al. (1982), os quais observaram que, em plantas lenhosas, ocorre a transmissao horizontal de
fungos através do ar, enquanto as bactérias sao transmitidas verticalmente, ou seja, através das

sementes.

Figura 5. Folhas de Caesalpinia echinata Lam. em meio agar-adgua (A) e formagao de colonias de endofiticos ao
redor delas (B), surgindo apds 19 dias de incubacio.

Os fungos isolados foram repicados varias vezes até a obten¢do de coldnias puras,

sendo posteriormente codificados, de acordo com a Tabela 4, e Figuras 6 e 7.

TABELA 4. Fungos endofiticos de caules e folhas de Caesalpinia echinata Lam., escolhidos aleatoriamente.

Cddigo do fungo isolado i Significado do cédigo
C.e.A6.F4.c.r. Arvore 6 da mata; Fungo 4; do Caule; rosa (coloracéo)
C.e.A6.F4.cb. Arvore 6 da mata; Fungo 4; do Caule; branco (coloragio)
C.e.A7.F3.c. Arvore 7 da mata; Fungo 3; do Caule

C.e.A9.f. Arvore 9 da mata; da Folha

C.e.AU2.F1.f. Arvore da UFAL, em frente ao Inst. de Fisica; Fungo 1; da Folha
C.e.AU2.F2.1. Arvore da UFAL, em frente ao Inst. de Fisica; Fungo 2; da Folha
C.e.AU2.F3.f. Arvore da UFAL, em frente ao Inst. de Fisica; Fungo 3; da Folha
C.e.AU2.F4 1. Arvore da UFAL, em frente ao Inst. de Fisica; Fungo 4; da Folha
C.e. AU2.F5.1f. Arvore da UFAL, em frente ao Inst. de Fisica; Fungo 5; da Folha
C.e. AULF1.f Arvore da UFAL, em frente & Reitoria; Fungo 1; da Folha

38



Figura 6. Aspecto geral das colonias isolados de C. echinata, de arvores da mata, C.e.A6.F4.cr. (A ¢ B),
C.e.A6.F4.cb. (Ce D), C.e.A7.F3.c. (EeF)e C.e.A9f. (G e H), (verso das culturas estdo acima e reverso das
mesmas estdo abaixo), apos 15 dias de crescimento em meio BDA a 28°C.
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Figura 7. Aspecto geral das colonias isolados de C. echinata, de arvores da UFAL, C.e.AU2.F1.f. (A ¢ B),
C.e.AU2.F2.f. (Ce D), C.e.AU2.F3.f. (E ¢ F), C.e.AU2.F4.f. (G e H), C.e. AU2.F5.f. IeJ)e C.e.AULF1.f. (Le
M), (verso das culturas estdo acima e reverso das mesmas estdo abaixo), apds 15 dias de crescimento em meio

BDA a 28°C.
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Durante o processo de isolamento, as placas de Petri que continha in6culo da ultima
agua de lavagem do material vegetal ndo apresentaram crescimento de qualquer tipo de

microrganismo, indicando que a esterilizacdo foi eficiente na remocgao dos epifiticos.

4.3.2. Caracterizagdo morfologica e molecular de fungos endofiticos de pau-brasil

De acordo com as caracteristicas morfoldgicas das colonias e as observacdes de
microcultivo, através de microscopia Optica, foi possivel sugerir a identificacdo de alguns
endofiticos ao nivel de género. Contudo, a identificagdo molecular dos endofiticos, com a
colaboragdo do Laboratorio de Genética — ICBS/UFAL, foi fundamental, pois os isolados nao
produziram estruturas de reproducdo ao longo do cultivo, dificultando sua identificagdo em
termos de espécie, como o isolado C.e.A7.F3.c. (Figura 8) que se destacou dos demais devido
ao seu rapido crescimento.

A sequéncia consenso das regides ITS1 e ITS2 do fungo endofitico C.e.A7.F3.c
apresentou 516 nucleotideos. Ao comparar esses nucleotideos com o banco de dados do
NCBI, esta mostrou ser 99% similar geneticamente com a do Ascomycota Botryosphaeria
rhodina (Berk. et Curtis) Arx 1970 [anamorfo: Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon et
Maubl. 1909], conforme Figura 9.

Figura 8 — Aspecto da colonia (A) e microcultivo (B), em um aumento de 1000 vezes, do fungo filamentoso
endofitico C.e.A7.F3.c., ap6s dois dias de cultivo, em meio BDA a 28°C.
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ascomycetes | 4 leaves
Lesiodiplodia pseudotheobromas sfrain CES1164 59 155 ribosomal RHA.
Lasiodiplodia psendotheabromas sthain CES116460 155 Hbosomal RMA.
2 Fungal sp. 261510 185 ribosomal RA gene, partial sequence; infermal .
o Fungel sp. 422102k 155 ribosomal RMA 9ene, pertiad sequence; intermal 1.
> @ Lasiodiplodia psendotheabromas stain CES374.54 155 Hbosomal RMA .
-]
i3 Fungal endophyte izolate 1341 155 ribosomal RMA gene, partial sequence
O
o . . . .
2 Botrwosphastia sp. 58 2- 16 185 Hibosomal RMA gens, partial sequence; i...
Fungal sp. 4221C2e 155 bosomal R gene, partial sequence; infernal 1.
2 Fungal sp. 263c1a 165 bosomal RMA gene, partial sequence; intermal fra.
L]
ascomwcetes | 4 leawes
Fungal sp. 261C1AM 185 Hbosomal RMA gene, partial sequence; internal .
ascomycetes | 2 leaves
Lasiodiplodia theobromas is..
Fungal sp. 296C2AE 155 Hbosomal RMA gene, partial sequence; intermal ranscribed spacer 1, 5.5 5 rbosamal RMA gene, and inter.
4 Botrwosphaeria thodina isolafe GV 5457 155 ibosomal Rbla gene, partial sequence; internal ranscribed spacer 1 and 5.8 5 ribo:
-]
B CeATF3C 4

o
Fungal sp. 296C4 2 16 5 ribosomal RMA gene, parfial sequence; intemal franscribed spacer 1, 5.6 5 ibosomal RMA 9ene, and inte...

Figura 9. Identificagdo molecular com base na analise BLAST do NCBI, de Botryosphaeria rhodina
(teleomorfica) e Lasiodiplodia theobromae (anamérfica), isolado de C. echinata.

Botryosphaeria rhodina pertence a ordem Dothideales, uma das principais ordens dos
ascomicetos fitopatogénicos. Pode ser encontrado infectando tecidos de caule de plantas
arboreas, sendo comumente associado a cancros, quando essas arvores encontram-se em
estresse fisiologico (Bergamin Filho et al., 1995).

O seu anamorfo Lasiodiplodia theobromae ¢ conhecido como um patéogeno de
diversas culturas economicamente importantes. Ha relatos em outros paises associando o L.
theobromae a lesdes necréticas no caule de espécies de Eucalyptus. No Brasil, ocorre nos
Estados de Sao Paulo e Mato Grosso do Sul, principalmente em solos arenosos (Davison e
Tay, 1983; Shearer et al.,1987). A seca dos ramos ou botriodiplodiose em videira (Vitis spp.)
foi descrita em 1991, no municipio de Jales, em Sao Paulo (Ribeiro et al., 1992). Em pimenta-
do-reino a murcha e queda das folhas foram associadas a L. theobromae (Radhakrishnan e
Mammootty, 1979). Estudos desenvolvidos por Souza Filho et al. (1979), Warwick (1990) e
Ram (1988) associam a queima das folhas do coqueiro (Cocos nucifera L.) ao L. theobromae.
Na literatura especifica, Botryosphaeria rhodina esta associado a doengas em diversas
culturas de importancia econdmica, como a podriddo seca da haste em graviola (Annona
muricata L.) e em pinha (Annona squamosa L.) (Ponte, 1985); podridao dos frutos em

bananeira (Musa spp.); podridao-carvao em cacau (Theobroma cacao L.); podriddo do colo
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e/ou das raizes em diversas cucurbiticeas, principalmente no meldo (Cucumis melo L.);
podriddo por Lasiodiplodia em mamoeiro (Carica papaya L.); doengas secundarias em
espigas de milho (Kimati et al.,1997); morte descendente em mangueira (Mangifera indica L.)
(Tavares et al, 1991); resinose da cajarana (Spondias dulcis G. Forst.) e do caja-imbu
(Spondias tuberosa Arruda); seca-das-hastes do maracuja (Passiflora edulis Sims); seca-dos-
ramos da roseira (Rosa spp.) (Ponte, 1996); podridao-seca-das-manivas da mandioca
(Manihot esculenta Crantz) ¢ da manicoba (Manihot glaziovii Muell. Arg.) (Castro et al,
1977; Ponte et al, 1982). Freire et al. (2004) citam doengas causadas por esse fungo em:
abacateiro (Persea americana Mill.), citros (Citrus spp.), coqueiro (Cocus nucifera L.),
eucalipto argentino (Eucalyptus sp.), jaqueira (Arthocarpus integrifolia L.), mandioca
(Manihot esculenta Crantz), ficus ornamental (Ficus sp.), figueira (Ficus carica L.), goiabeira
(Psidium guajava L.), meloeiro (Cucumis melo Blanco), mangueira (Mangifera indica L.),
mamoeiro (Carica papaya L.), oiticica (Licania rigida Benth.), roseira (Rosa spp.),
sapotizeiro (Manilkara achras (Mill.) Fosberg) e videira (Vitis sp.) como novos hospedeiros
de L. theobromae, no Estado do Ceara. Ainda no Ceara, Viana et al. (2001) associaram ao L.
theobromae a podridao-basal-pos-colheita do coco ando verde. Essa doenga foi detectada em
varios frutos que chegaram nos primeiros lotes exportados para a Espanha, causando perdas
significativas.

No levantamento dos fungos associados a frutos e sementes de sapotizeiro (Manilkara
zapota (L.) P. Royen), Viana et al. (2003) verificaram que L. theobromae, comparado a outros
fungos, ocorre com menor freqii€ncia, além disso pode ser removido da superficie dos frutos
através de uma simples lavagem, e ¢ considerado um oportunista por penetrar na polpa do
fruto através de ferimentos.

Pereira et al. (2006) estudando oito isolados de L. theobromae verificaram que todos
se comportaram como patogénicos ao serem inoculados em frutos sadios de caju, maracuja,
manga, coco € mamao, apresentando seus sintomas entre 48 e 72 horas apos terem sido
inoculados, havendo uma variagdo quanto a agressividade dos mesmos aos seus hospedeiros.

No levantamento das doencas flingicas pos-colheita em mamodes e laranjas,
comercializados na central de abastecimento de Recife, L. theobromae ¢ um dos patogenos
que ocorre com maior freqiiéncia, principalmente em laranja. (Dantas et al., 2003).

Entretanto, hé estudos que correlacionam esse fungo como um endofitico. No estudo
da diversidade e do potencial biotecnolégico de fungos endofiticos de cacau, desenvolvido
por Maki (2006), Botryosphaeria rhodina esta presente, fazendo parte da comunidade

endofitica e isolado principalmente de plantas de cacau resistentes. Dentre os fungos
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endofiticos de cacau, isolados por Rubini et al. (2005) esta presente o género Botryosphaeria
e o anamorfo L. theobromae. Gong e Guo (2009) isolaram fungos endofiticos de duas plantas
utilizadas na medicina tradicional chinesa. Nesse estudo, B. rhodina foi isolado como
endofitico associado as raizes da planta medicinal Aquilaria sinensis Merr.

Até o momento, este ¢ o primeiro relato de Botryosphaeria rhodina como endofitico
de Caesalpinia echinata.

O fungo codificado como C.e.AU2.F2.f, devido as caracteristicas morfologicas da
colonia (Figura 10), e o seqiienciamento genético, foi identificado com 95% de identidade

com Xylaria multiplex.

r—

Figura 10. Morfologia macroscopica do endofitico Xylaria multiplex isolado de C. echinata, em meio sélido
(BDA), em meio liquido (BD) e micromorfologia (respectivamente), em microscopio optico, em um aumento de
400 vezes, a 28°C.

O endofitico Xylaria sp. foi isolado das folhas de C. echinata, o que esta de acordo
com o estudo de Bayman et al. (1998) que sugerem que a transmissdo desse fungo ocorre
horizontalmente, sendo portanto, mais freqiiente em folhas do que em sementes. De dezesseis
géneros isolados de dois mil e quatrocentos fragmentos de folhas, de Musa acuminata,
coletados em trés localidades diferentes, no Estado de Sao Paulo, Xylaria sp. foi o mais
freqiiente (Pereira et al., 1999). No estudo da variagdo de fungos endofiticos em raizes e em
folhas de orquideas do género Lephantes, Xylaria foi um dos géneros mais freqiientes, porém,
a maior parte dos isolados foram provenientes das raizes (29%) e 19% foram isolados das
folhas. Segundo os autores, essa diferenga entre a freqiiéncia de isolados das raizes e das
folhas nao foi significativa (Bayman et al., 1997).

Esse género ¢ citado na literatura como endofitico freqiiente em algumas plantas
medicinais (Bussaban et al., 2001; Magalhaes, 2001; Gamboa ¢ Bayman, 2001; Naik et al.,
2008) e também estd associado a plantas toxicas da Amazonia (Souza et al., 2004). Segundo
Rubini et al. (2005), Xylaria sp. faz parte da comunidade endofitica de cacau. Caféu et al.

(2005) isolaram substancias antimicrobianas a partir de Xylaria sp.
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O endofitico codificado, por sua vez, como C.e.AU2.F5.f. (Figura 11), foi identificado
através das caracteristicas macroscopicas (coloragdo, bordas e tipo de micélio da colonia) e da

micromorfologia dos conidios, como uma espécie do género Pestalotiopsis.

Figura 11. Macromorfologia e micromorfologia de conidios, de Pestalotiopsis sp. isolado de C. echinata, ap6s
15 dias de crescimento, em meio BDA a 28°C., medindo cerca de 15 p, num aumento de 1000 vezes,

Na cidade de Vicosa, em Minas Gerais, Mendes € Muchovej (1991) estudaram a causa
das manchas necréticas em folhas de C. echinata que ocasionavam a queda prematura das
folhas. Eles verificaram que a doencga era causada pelo fungo Pestalotiopsis maculans. Esse
mesmo género foi isolado a partir de folhas manchadas de C. echinata oriundas de um
fragmento de Mata Atlantica, no municipio de Coruripe, em Alagoas, atuando como um
fitopatogeno (Vieira, 2008). Entretanto, no presente estudo o género Pestalotiopsis sp. foi
encontrado em folhas sadias de pau-brasil, ou seja, habitando-o assintomaticamente. No
estudo de Rubini et al. (2005) Pestalotiopsis aparece dentre os endofiticos isolados do cortex
de ramos de Theobroma cacao, na Bahia. Dentre os fungos endofiticos isolados de cacaueiro
e cupuaguzeiro, por Hanada (2006), Pestalotiopsis esta entre os de ocorréncia mais comum.

Alguns endofiticos nao puderam ser identificados, principalmente pelo fato de nao

produzirem estruturas reprodutivas nos cultivos obtidos.
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4.4. Conclusdes

- Foram isolados fungos endofiticos filamentosos, tanto do caule quanto das folhas de
Caesalpinia echinata Lam.

- Através da identificacdo morfologica e molecular alguns endofiticos de C. echinata
foram identificados, sendo eles: Botryosphaeria rhodina, Xylaria multiplex e Pestalotiopsis
sp.
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5. CAPITULO I1: Antagonismo entre os fungos endofiticos de Caesalpinia

echinata e fitopatdgenos

5.1. Introducéo

O numero de pesquisas na area de biocontrole de patdogenos ¢ crescente no mundo
inteiro, por ser uma alternativa viavel em substitui¢do ao controle de fitopatdgenos através de
produtos agroquimicos que tém causado tantos danos ao meio ambiente (Smith et al., 1990;
Linhares et al., 1995; Martins-Corder € Melo, 1998; Moura € Romeiro, 1999; De Marco et al.,
2000).

No controle bioldgico, pode haver a interacdo de um microrganismo com outros, onde
esse microrganismo criard condi¢des desfavordveis ao desenvolvimento dos demais, sendo
essa forma de interacdo denominada antagonismo (Bettiol, 1991). Os microrganismos
antagénicos podem ser selecionados in vitro ou in vivo, mas a maioria dos trabalhos
relacionados a antagonismo da preferéncia aos testes in vitro, e alguns, posteriormente, os
testam in vivo, no campo, ou em casa de vegetacao, neste sob um controle maior, uma vez que
os microrganismos podem ser dispersos pelo vento e causar danos em diversas cultivares
(Mariano, 1993). Os métodos de seleg@o in vitro podem ser qualitativos ou quantitativos.
Quando o objetivo do estudo ¢ selecionar biocontroladores os métodos quantitativos sao os
mais utilizados.

O método da cultura pareada estd entre os mais freqlientes nos trabalhos com
antagonismo (Martins-Corder; Melo, 1998; Ethur et al., 2001; Gomes et al., 2001; Amorim;
Melo, 2002; Moreira et al., 2002; Kupper et al., 2003; Ribini et al., 2005; Maki, 2006; Lisboa
et al., 2007; Martins et al., 2007). Esse método tanto pode ser feito com dgar em placa, ou em
lamina. Segundo Andrews (1992), o método do 4gar em lamina ¢ considerado uma versao
microscopica do método do adgar em placa, apresentando vantagem sobre o primeiro, uma vez
que possibilita a visualizagdo da interacdo entre as hifas dos antagonicos. Nesse método
também pode ser observada a inibicdo da producdo de esporos de um fungo causada pelo
antagdnico. Enquanto na placa so serd possivel a visualizagcdo de outros tipos de interagao,
como a sobreposi¢cdo de micélio, a antibiose caracterizada por halo de inibi¢do e a lise da
coldnia, entre outras.

Dentro de uma planta hospedeira, os endofiticos mantém relagdes antagonicas com os

fitopatdgenos, tais como: antibiose, inducao de resisténcia, micoparasitismo e uma constante
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disputa por espago e por alimento fornecido pela planta hospedeira (Johnson; Whitney, 1992).
Muitos endofiticos inibem o crescimento e até mesmo causam a morte desses patogenos,
evitando que a planta hospedeira desenvolva determinadas doencas causadas por eles.

A maioria dos relatos utilizando antagonistas para o controle de doengas causadas por
fungos fitopatogénicos apresenta Trichoderma spp. como um dos mais promissores entre 0s
agentes de biocontrole (Smith et al., 1990; Martins-Corder; Melo, 1998; Silva et al., 1999; De
Marco et al., 2000; Gomes et al., 2001; Ethur et al., 2001; Barbosa et al., 2001; Moreira et al.,
2002; Cindom et al., 2003; Montealegre et al., 2005; Remuska; Pria, 2007; Martins et al.,
2007; Lisboa et al., 2007; Silva et al., 2008). Algumas bactérias também té€m sido utilizadas
no controle de patogenos, sendo que diversos trabalhos destacam o grande potencial de
espécies do género Bacillus (Gomes et al., 2001; Amorim; Melo, 2002; Kupper et al., 2003;
Remuska; Pria, 2007). Mas, ainda h4 uma infinidade de microrganismos que ainda ndo foram
testados quanto a sua capacidade antagdnica frente a fitopatdgenos que causam prejuizos
substanciais a agricultura.

Dentre os fungos mais freqiientes que podem causar podridoes de raizes estd o
Pythium debarianum Hesse. Este ¢ caracterizado por apresentar um micélio fino, de cor
branca e com aspecto cotonoso. A fase sexuada do Pythium caracteriza-se pela formagdo de
o6sporos que também atuam como estrutura de resisténcia (Kimati et al.,, 1997). Outro
membro desse grupo de grande importancia economica é o género Phytophthora (que
significa “destruidor de planta”) que possui cerca de trinta e cinco espécies, sendo um
patégeno importante por causar destruicdo em muitas culturas (Raven et al., 2007). S3o varias
as doencas causadas por Phytophthora palmivora: podridio das raizes em anonaceas;
podriddo parda em citros (Citrus spp.) e no cacaueiro (Theobroma cacao L.); podridio do
olho em coqueiros (Cocos nucifera L.); gomose em mamoeiro (Carica papaya L.); cancro,
requeima ¢ queda anormal das folhas em seringueira (Hevea brasiliensis M. Arg.), entre
outras (Kimati et al., 1997).

Alguns fungos patogénicos podem colonizar uma planta de forma epifitica e depois
tornar-se patogénicos. A exemplo de algumas espécies de ascomicetos do género Phomopsis,
responsaveis por doencas em sementes de soja que t€m sido detectados epifiticamente em
plantas assintomaticas (Esposito; Azevedo, 2004). Esse género esta associado a diversas
doengas, dentre elas a seca dos ramos em plantas ornamentais e desfolhamento em frutiferas
da Amazodnia (Kimati et al., 1997).

O “Damping-off” ou Tombamento-das-sementeiras de diversas cultivares, como:

cafeeiro (Coffea arabica L.), amendoim (Arachis hypogaea L.), citros (Citrus spp.), coentro
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(Coriandrum sativum L.) ¢ tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) esta associado ao
fungo deuteromiceto Rhizoctonia solani Kiihn (Ponte, 1996). Kimati et al. (1997) cita outras
culturas vulneraveis a essa doenga, dentre elas: algodoeiro (Gossypium hirsutum L.), alho
(Allium sativum L.), cebola (Allium cepa L.), abacateiro (Persea americana Mill.), eucalipto
(Eucalyptus spp.) e fumo ( Nicotiana tabacum L.).

O fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc. ¢ o agente ctiologico da
antracnose. Na fase anamorfica o fungo produz conidios que germinam ao entrar em contato
com a superficie do hospedeiro, produzindo apressorios que possibilitam a fixacdo e a
penetragdo em qualquer 6rgdo da planta. O fungo ataca as folhas, galhos e frutos de diversas
frutiferas, como exemplos: goiabeira (Psidium guajava L.), pinha (Annona squamosa L.),
graviola (Annona muricata L.), mangueira (Mangifera indica L.), cajueiro (Anacardium
occidentale L.), cupuagu (Theobroma grandiflorum Schum.) e abacateiro (Kimati et al.,
1997). Freire e Barguil (2009) descreveram a primeira ocorréncia de Colletotrichum
gloeosporioides em frutos de carnaubeira (Copernicia prunifera (Mill.) H. E. Moore) no
Brasil.

A “pestalotiose”, doenga causada pelo fungo Pestalotiopsis, ¢ de ocorréncia comum
em cajueiros e geralmente encontra-se associada a antracnose (Kimat et al., 1997). Outra
doenga causada por esse género ¢ a Mancha de Pestaloitopsis que tem causado enfermidades
em Heliconia sp. (Serra; Coelho, 2007), morangueiro (Fragaria vesca L.) (Dias et al., 2007) e
coqueiro (Cardoso et al., 2003).

A fim de estudar o potencial antagonista dos endofiticos Botryosphaeria rhodina,
Xylaria sp., Pestalotiopsis sp., C.e.A6.F4.c.r., C.e.A6.F4.cb., C.e.A9.f, C.e.AU2FI.f,
C.e.AU2.F3.f, C.e.AU2.F4.f. e C.e.AU1.F1.f, isolados de Caesalpinia echinata Lam., frente
aos patdogenos Pythium debaryanum, Phytophthora palmivora, Phomopsis sp., Rhizoctonia
solani, Colletotrichum gloeosporioides ¢ Pestalotiopsis sp., foram feitos testes in vitro

utilizando os métodos de dgar em placa de Petri e 4gar em lamina.
5.2. Material e métodos
O trabalho foi realizado no “Laboratério de Biotecnologia de Plantas e de

Microrganismos Endofiticos”, do Instituto de Quimica e Biotecnologia, da Universidade

Federal de Alagoas.
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5.2.1. Obtencdo dos fungos endofiticos e dos fitopatdgenos

Foram utilizados microrganismos endofiticos isolados de &rvores da espécie
Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil), identificada no estudo de Machado (2003),
encontradas em uma area de Mata Atlantica, no municipio de Coruripe, no sul do Estado de
Alagoas (Latitude 10°2°37°" e Longitude 36°16°20°’) e no Campus A. C. Simdes (Latitude
9°28°42’e Longitude 35°34°55°"), da Universidade Federal de Alagoas.

Todos os fitopatégenos utilizados, listados na Tabela 5 e ilustrados na Figura 12,
foram oriundos de trabalhos anteriores, desenvolvidos no Laboratério de Biotecnologia de
Plantas e de Microrganismos Endofiticos, do Instituto de Quimica e Biotecnologia, da

Universidade Federal de Alagoas.

TABELA 5. Listagem referéncia de fungos fitopatogenos utilizados nos testes de atividade antifiingica e suas
caracteristicas de patogenicidade. Todos foram incubados em meio BDA, em pH 6,8, a temperatura de 28° C.

Patdgenos Doenga causada
Pythium debaryanum Hesse Pé negro
Phytophthora palmivora Butler Gomose
Pestalotiopsis sp. Mancha de Pestalotiopsis
Phomopsis sp. Escoriose
Rhizoctonia solani Kiihn Podridao-de-rhizoctonia
Colletotrichum gloeosporioides Penz Antracnose foliar

Apesar de todos os fungos utilizados serem conhecidos como importantes
fitopatdgenos, alguns deles foram isolados como endofiticos de algumas plantas. O fungo
endofitico Phomopsis sp. foi isolado a partir das folhas sadias da planta Turnera subulata Sm.
(Santos, 2009). Das sementes de Schinus terebinthifolius Raddi, foi isolado o endofitico
Rhizoctonia solani (Albuquerque, 2007). O endofitico Colletotrichum gloeosporioides foi
isolado a partir de folhas de Mirabillis jalapa Linn. (Morilla, 2009).

Como patogénicos foram isolados Pythium debaryanum e Phytophthora palmivora de
lesdes em folhas de mamoeiro, e Pestalotiopsis sp. foi isolado a partir de folhas manchadas e

necrosadas de Caesalpinia echinata Lam. (Vieira, 2008).
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Figura 12. Aspecto geral da colonias dos fungos utilizados nos testes de antagonismo: Pythium debaryanum (A),
Phytophthora palmivora (B), Pestalotiopsis sp. (C), Phomopsis sp. (D), Rhizoctonia solani (E) e Colletotrichum
gloeosporioides (F), apds 15 dias de cultivo, em meio BDA.

5.2.2. Meios de cultura

5.2.2.1. Batata, Dextrose e Agar (BDA) (Riker & Riker, 1936):

Discos de batata inglesa descascada 200 g
Dextrose 20¢g
Agua destilada 1000 mL
Agar 17¢g
pH 6,8

Os discos de batata foram fervidos em 500 mL de agua destilada por 30 minutos. Apds
filtragdo através de gaze, a dextrose foi adicionada ao caldo resultante, completando-se com
agua destilada para 1000 mL. O pH foi ajustado com NaOH 1 mol.L™" antes de adicionar o

agar. Em seguida foi feita a esterilizagdo em autoclave.
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5.2.2.2. Meio Cenoura (CA) (Tuite, 1969):

Cenoura triturada 20¢g
Agar 17¢g
pH 5.9

A cenoura triturada foi colocada em 500 mL de dgua destilada, durante 60 minutos e
depois foi fervida durante 5 minutos. O caldo foi filtrado através de gaze, mediu-se o pH e
acrescentou-se o agar fundido previamente em 500 mL ao meio, sendo em seguida

esterilizado em autoclave por 20 minutos.

5.2.2.3. Batata, Cenoura e Agar (BCA) (Tuite, 1969):

Discos de batata descascada 20¢g
Discos de cenoura descascada 20g
Agua destilada 1000 mL
Agar 17¢g
pH 6,8

Os discos de batata e cenoura foram colocados em 500 mL de agua destilada, por 60
minutos ¢ em seguida fervidos por 5 minutos. Apoés filtragdo através de gaze, o agar foi
fundido em 500 mL de agua destilada e misturado ao caldo resultante, ajustando-se o volume
com 4gua destilada para 1000 mL. O pH foi ajustado com NaOH 1 mol.L™" antes de adicionar

o0 agar. A solugdo foi esterilizada em autoclave.

5.2.3. Atividade antifungica em meio sélido

O antagonismo dos endofiticos de pau-brasil foi ensaiado pelo método da cultura
pareada, ou simplesmente pareamento, que constou no confrontamento direto do endofitico
isolado de pau-brasil contra o fungo patogénico, em placas de Petri com meio de cultura
solido (Mariano, 1993). Foram utilizados trés meios, BDA (batata-dextrose-dgar), BCA
(batata-cenoura-agar) e CA (cenoura-agar), observando-se em qual deles haveria um melhor

crescimento micelial dos fungos.
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Utilizando um vazador de rolhas, foram retirados cilindros de 6 mm de diametro do
micélio dos fungos endofiticos, das bordas das colonias em crescimento, em meio BDA,
incubados a temperatura de 28° C. Procedeu-se igualmente com os fungos fitopatogénicos.
Estes foram transferidos para placas de Petri contendo BDA, BCA e CA, tendo sido os
cilindros colocados em polos opostos, a uma distdncia de 1 cm da borda da placa. O
experimento foi conduzido com delineamento inteiramente ao acaso, com cinco repeticdes, no
esquema fatorial 10 x 6 (antagonistas: Botryosphaeria rhodina, Xylaria multiplex,
Pestalotiopsis sp., C.e.A6.F4.c.r.,, C.e.A6.F4.c.b., C.e.A9.f, C.e.AU2FI.f, C.e.AU2.F3.f,
C.e.AU2.F4.f. ¢ C.c.AULF1.f; e fitopatogenos: Pythium debaryanum, Phytophthora
palmivora, Phomopsis sp., Rhizoctonia solani, Colletotrichum gloeosporioides e
Pestalotiopsis sp.). Foram utilizadas como controles placas de Petri contendo BDA, BCA ¢
CA com cilindros somente do endofito e apenas do patdogeno, em posicdes equivalentes as das
testemunhas. Apos 24 horas de incubagdo, os fungos endofiticos desenvolvidos em placas de
Petri nos meios BDA, BCA e CA, pH 6,8 a 28° C, investigou-se a presenca de halo de
inibi¢do do crescimento micelial do fungo patogénico em relagdo ao endofito.

Os microrganismos identificados como potenciais antagonistas foram utilizados no
método do agar em lamina. Previamente, foi feita a esterilizacdo de todo o material a ser
utilizado no antagonismo. Dentro das placas de Petri, as laminas ficaram suspensas acima do
disco de papel toalha, utilizando suportes feitos por canudos, resistentes a temperatura de
esterilizagdo (120° C a 1 atm). Sob a lamina, foi feita uma pelicula fina com 300 pL BDA.
Posteriormente, foram inoculados 20 pL da suspensdao dos esporos flingicos tanto do
endofitico quanto do fitopatégeno, um ao lado do outro, sobre a pelicula de BDA na lamina.
A umidade foi mantida pela adi¢do de agua destilada esterilizada no disco de papel. A placa
foi vedada com filme de PVC. Apds 24 horas, as laminas foram levadas ao microscopio para
observar o comportamento das hifas do endofitico em relagdo as dos patdogenos e a produgao
de esporos. Alguns endofiticos sobrepuseram os fitopatogenos, impedindo o reconhecimento
da interag@o entre as hifas, sendo necessario repetir o antagonismo e observar as laminas em
intervalos de tempo bem menores.

A porcentagem de inibi¢ao do crescimento, no método da cultura pareada em placa de
Petri, foi determinada através da medida do diametro das colonias do fitopatogeno, em varios
dias de crescimento, subtraindo-se o diametro do indculo original. Esses calculos foram feitos

de acordo com Edginton et al. (1971), utilizando a seguinte férmula:
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Porcentagem de inibi¢do (P1%) =Dc —Dt X 100
Dc

Na qual, Dc corresponde ao diametro médio da colonia do fitopatégeno no controle e Dt ¢ o

diametro médio da coldnia do patdogeno nos tratamentos testados.

5.2.4. Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste de ANOVA e as
médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05), utilizando
o software Origin ™ 8.0.

5.3. Resultados e discussao

Dos meios utilizados, o BDA proporcionou um melhor crescimento micelial, tanto dos
endofiticos isolados quanto dos fitopatdgenos testados, quando comparado ao crescimento em
meio BCA e CA. Resultados semelhantes foram encontrados por Pereira et al. (2006) que
utilizou diferentes meios de cultura para avaliar o crescimento micelial de isolados de
Lasiodiplodia theobromae, no qual o BDA promoveu um bom desempenho na taxa de
crescimento micelial, destacando-se do meio CA. Em geral, o crescimento micelial foi menor
no meio CA. Nos meios BCA e CA, as coldnias apresentaram clareamento de seus micélios.

Nos testes de antagonismo, alguns microrganismos endofiticos ndo inibiram o
crescimento dos fitopatogenos, mas trés deles Botryosphaeria rhodina, Xylaria multiplex e
Pestalotiopsis sp., apresentaram forte inibi¢do frente a todos os fitopatogenos. Sendo as
interagdes classificadas em trés tipos: 1) Inibicdo do crescimento do fitopatdogeno, com
sobreposicao de hifas; 2) Inibi¢do do crescimento do fitopatdogeno, sem sobreposi¢do de hifas
e 3) Auséncia de inibi¢do de crescimento.

Dos endofiticos de C. echinata testados, 70% promoveram a inibi¢do do crescimento
micelial do fitopatdgeno Pythium debaryanum (Tabela 6). Este fungo esta relacionado a
doencas em varias culturas, causando principalmente o tombamento de mudas e a podridao
das raizes (Ponte, 1996). Botryosphaeria rhodina apresentou a maior porcentagem de inibigdo
no crescimento micelial de P. debaryanum (53,4%), seguido de Pestalotiopsis sp. (51,1%),
Xylaria multiplex (48,8%), C.e.AUL.F1.f (33,9%), C.e.AU2.F4.f (31,0%) e C.e.AU2.F3.f
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(21,8%). O fungo codificado como C.e.A9.f foi quem promoveu a menor porcentagem de

inibi¢do do fitopatdogeno (2,3%).

TABELA 6. Tipos de interacao e porcentagem de inibi¢do entre os fungos endofiticos, isolados de C. echinata
(pau-brasil) e o fitopatogeno Pythium debaryanum.

Isolados Tipo de interacdo Inibicdo (%)
C.c.A6.F4.c.r. 3 0
C.e.A6.F4.c.hb. 3 0

C.e.A9.f. 3 2,3

Xylaria multiplex 1 48,8
C.e.AU2F1.f. 3 0
B. rhodina 1 53,4
C.e.AU2.F3.f. 2 21,8
C.e.AU2.F4.f. 2 31,0
Pestalotiopsis sp. 2 51,1
C.e.AULFIL.f. 2 33,9

O endofitico Botryosphaeria rhodina ndo apenas inibiu significativamente o
crescimento do Pythium debaryanum, como também o sobrepds em apenas dois dias de
incubag@o (Figura 13) e ao final de trés dias toda a placa foi tomada. Apesar de Pestalotiopsis
sp. ter inibido o crescimento do P. debaryanum, nao houve sobreposicao das hifas (Figura 14).
Xylaria multiplex também apresentou uma intera¢do do tipo 1, ou seja, sobrepds o P.
debaryanum, e ainda promoveu uma descolorag¢do da colonia (Figura 15). As interagdes do
tipo 1, nas quais ha a sobreposicao do endofitico sobre o fitopatdgeno, sugere a existéncia de
parasitismo. No confronto direto dos endofiticos de C. echinata com o fitopatogeno Pythium
debaryanum podem ter ocorrido, as agdes antagdnicas de parasitismo e, competigdo por
espago e nutrientes. Os endofiticos Botryosphaeria rhodina, Pestalotiopsis sp. e Xylaria
multiplex. foram mais eficazes em controlar o Pythium debaryanum, ndo apresentando
diferenca  significativa entre esses isolados, na redugdo do crescimento micelial do
fitopatogeno (Figura 16). Também ndo houve diferenga significativa, na reducdo do
crescimento micelial promovida pelos isolados dos endofiticos C.e.AU1.F1.f, C.e.AU2.F4.f e
C.e.AU2.F3.f. O endofitico C.e.A9.f inibiu o crescimento de P. debaryanum, porém a

reducdo nio foi significativa ao nivel de 5%, de acordo com o teste de Tukey.
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Figura 13. Antagonismo de Botryosphaeria rhodina (lado esquerdo da placa) contra o fungo fitopatogénico
Pythium debaryanum (A-frente da placa; C-verso da placa), apds 3 dias, em meio BDA, a 28°C. Controle — P.
debaryanum, nas mesmas condig¢des de cultivo, sem o endofitico (B-frente da placa; D-verso da placa).

Figura 14. Antagonismo de Pestalotiopsis sp. (lado esquerdo da placa) contra o fungo fitopatogénico Pythium
debaryanum (A-frente da placa; C-verso da placa), apds 15 dias, em meio BDA, a 28°C. Controle — P.
debaryanum, nas mesmas condig¢des de cultivo, sem o endofitico (B-frente da placa; D-verso da placa).
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Figura 15. Antagonismo de Xylaria multiplex (lado esquerdo da placa) contra o fungo fitopatogénico Pythium
debaryanum (A-frente da placa; C-verso da placa), apds 15 dias, em meio BDA, a 28°C. Controle — P.

debaryanum, nas mesmas condig¢des de cultivo, sem o endofitico (B-frente da placa; D-verso da placa).
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Figura 16. Redugdo do crescimento de Pythium debaryanum causada pelos fungos endofiticos de Caesalpinia
echinata em cultura pareada. Barras da mesma cor ndo diferem entre si, em nivel de significancia a 5% de

acordo com o teste de Tukey, em ANOVA.
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No antagonismo frente ao Phytophthora palmivora, cinco dos endofiticos de C.

echinata reduziram o crescimento micelial do fitopatogeno (Tabela 7).

TABELA 7. Tipos de interacao e porcentagem de inibi¢do entre os fungos endofiticos, isolados de C. echinata
(pau-brasil) e o fitopatogeno Phytophthora palmivora.

Isolados Tipo de interacdo Inibicdo (%)
C.e.A6.F4.c.r. 3 0
C.e.A6.F4.cb. 3 0

C.e.A9.f. 3 15

Xylaria multiplex 1 69
C.e. AU2.F1.1f. 3 0
B. rhodina 1 60
C.e.AU2.F3.f. 3 0
C.e.AU2.F4.f. 2 75
Pestalotiopsis sp. 2 55
C.e.AULFIL.f. 3 0

O endofitico C.e.AU2.F4.f. foi responsavel pela maior reducdo do crescimento
micelial do fitopatdgeno, reduzindo o seu crescimento micelial em 75%. Mas, apesar de uma
reducdo tao significativa, C.e.AU2.F4.f. ndo sobrepds o patogeno (Figura 17). Xylaria
multiplex inibiu o crescimento de P. palmivora em 69,0%, sobrepondo o fitopatogeno apds
quinze dias de cultivo (Figura 18). Botryosphaeria rhodina também apresentou uma interagio
do tipo 1, tomando toda a placa em trés dias (Figura 19). A rapida colonizagdo do substrato
por B. rhodina demonstra o comportamento agressivo e a capacidade de competicdo desse
fungo. Ao vencer a competicdo por espaco e nutriente, apresentando a interagdo do tipo 1,
esses endofiticos estdo exercendo uma forma de biocontrole do fitopatogeno. Pestalotiopsis
sp. inibiu em 55% o crescimento do fitopatdogeno, mas ndo o sobrepos (Figura 20).

Na verificagdo da inibi¢do do crescimento de Phytophthora palmivora ndo houve
diferenca significativa entre os endofiticos C.e.AU2.F4.f., Xylaria multiplex ¢ Botryosphaeria
rhodina (Figura 21). Houve diferenca significativa entre os demais isolados. E a redugdo do
crescimento micelial promovida pelo endofitico denominado C.e.A9.f. ndo foi significatica a
nivel de 5% de acordo com o teste de Tukey.

No estudo desenvolvido por Amorim e Melo (2002) os isolados bacterianos foram os
mais ativos inibidores do crescimento micelial de duas espécies de Phytophthora, porém
apresentaram percentuais de inibi¢do inferiores aos demonstrados pelos quatro endofiticos de

C. echinata.
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Figura 17. Antagonismo de C.e.AU2.F4.f. (lado esquerdo da placa) contra o fungo fitopatogénico Phytophthora
palmivora (A-frente da placa; C-verso da placa), apds 15 dias, em meio BDA, a 28°C. Controle — P. palmivora,
nas mesmas condi¢des de cultivo, sem o endofitico (B-frente da placa; D-verso da placa).

Figura 18. Antagonismo de Xylaria multiplex (lado esquerdo da placa) contra o fungo fitopatogénico
Phytophthora palmivora (A-frente da placa; C-verso da placa), apds 15 dias, em meio BDA, a 28°C. Controle —
P. palmivora, nas mesmas condigdes de cultivo, sem o endofitico (B-frente da placa; D-verso da placa).
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Figura 19. Antagonismo de Botryosphaeria rhodina (lado esquerdo da placa) contra o fungo fitopatogénico
Phytophthora palmivora (A-frente da placa; C-verso da placa), apos 15 dias, em meio BDA, a 28°C. Controle —
P. palmivora, nas mesmas condi¢des de cultivo, sem o endofitico (B-frente da placa; D-verso da placa).

Figura 20. Antagonismo de Pestalotiopsis sp. (lado esquerdo da placa) contra o fungo fitopatogénico
Phytophthora palmivora (A-frente da placa; C-verso da placa), apds 15 dias, em meio BDA, a 28°C. Controle —
P. palmivora, nas mesmas condigdes de cultivo, sem o endofitico (B-frente da placa; D-verso da placa).
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Figura 21. Redugdo do crescimento de Phytophthora palmivora causada pelos fungos endofiticos de
Caesalpinia echinata em cultura pareada. Barras da mesma cor néo diferem entre si, em nivel de significancia a
5% de acordo com o teste de Tukey, em ANOVA.

Com relagdo ao fitopatogeno Rhizoctonia solani, verifica-se que o seu crescimento

micelial foi inibido por quatro fungos endofiticos de Caesalpinia echinata (Tabela 8).

TABELA 8. Tipos de interagéo e porcentagem de inibigéo entre os fungos endofiticos, isolados de C. echinata
(pau-brasil) e o fitopatdogeno Rhizoctonia solani.

Isolados Tipo de interacdo Inibicdo (%)
C.e.A6.F4.cur. 3 0
C.e.A6.F4.cb. 3 0

C.e.A9.f. 3 0

Xylaria multiplex 1 56,9
C.e.AU2F1.f. 3 0
B. rhodina 1 78,5
C.e.AU2.F3.f. 3 0
C.e.AU2.F4.f. 3 0
Pestalotiopsis sp. 2 30,7
C.e.AULFI.f. 2 47,7

O fungo Botryosphaeria rhodina inibiu em 78,5% o crescimento micelial de R. solani,
apresentando uma interacdo do tipo 1, sobrepondo o fitopatogeno em apenas trés dias de
cultivo (Figura 22).
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Figura 22. Antagonismo de Botryosphaeria rhodina (lado esquerdo da placa) contra o fungo fitopatogénico
Rhizoctonia solani (A-frente da placa; C-verso da placa), apos 15 dias, em meio BDA, a 28°C. Controle — R.
solani, nas mesmas condigdes de cultivo, sem o endofitico (B-frente da placa; D-verso da placa).

A porcentagem de inbi¢do do crescimento micelial de Rhizoctonia solani por B.
rhodina foi superior as porcentagens de inibicdo promovidas por nove isolados de
Trichoderma spp., testados por Cundom et al. (2003). A maior porcentagem de inibig¢ao
promovida por esses fungos foi de 59%. Portanto, os resultados alcangados por B. rhodina sao
promissores na redugdo do crescimento micelial de R. solani.

O endofitico Xylaria multiplex inibiu o crescimento de Rhizoctonia solani em 56,9%,
mas essa inibi¢do s6 ocorreu apos quinze dias de cultivo. Essa porcentagem de inibigao foi
superior as porcentagens de inibicdo de seis dos nove fungos isolados de Trichoderma ssp.
antagonicos de R. solani (Cindom et al., 2003).

O fitopatogeno Rhizoctonia solani, quando cultivado isolado na placa de Petri, liberou
uma substancia de cor rosa para o meio. Xylaria multiplex ao sobrepor o fungo R. solani
impediu a liberagdo dessa substancia (Figura 23). No estudo de Bayman et al. (1997), Xylaria
e Rhizoctonia foram os géneros mais freqiientes, isolados das raizes ¢ das folhas de algumas

espécies do género Lephantes (Orchidaceae). No qual ndo ficou evidente a existéncia de
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antagonismo entre Xylaria e Rhizoctonia, e em oito ocasides ambos foram isolados do mesmo
pequeno fragmento da raiz ou da folha. Em algumas espécies de orquideas a presenga de um

desses endofiticos demonstrou a reducao de infec¢do por outros fungos endofiticos.

Figura 23. Antagonismo de Xylaria multiplex (lado esquerdo da placa) contra o fungo fitopatogénico
Rhizoctonia solani (A-frente da placa; C-verso da placa), apos 15 dias, em meio BDA, a 28°C. Controle — R.
solani, nas mesmas condig¢des de cultivo, sem o endofitico (B-frente da placa; D-verso da placa).

Os fungos endofiticos codificado como C.e.AU1.F1.f e o Pestalotiopsis sp. inibiram o
crescimento de Rhizoctonia solani em 47,7% e 30,7%, respectivamente, apresentando uma
interagdo do tipo 2, ou seja, inibiram o crescimento do fitopatdogeno, sem sobreposi¢do de
hifas. Os demais endofiticos apresentaram interacdes do tipo 3, havendo auséncia de inibi¢ao
do crescimento micelial de R. solani.

Botryosphaeria rhodina destacou-se dos demais, proporcionando redugdo de 78,5% no
crescimento micelial de R. solani, diferindo significativamente dos demais endofiticos a nivel
de 5%, de acordo com o teste de Tukey. Nao houve diferenca significativa entre os
endofiticos Xylaria multiplex e C.e.AU1.F1.f (Figura 24).

No estudo de Remuska e Pria (2007) as porcentagens de inibicdo do crescimento
micelial de Rhizoctonia solani pelos antagonistas Bacillus thuringiensis e Trichoderma sp.

foram de 12,4% e 0,63%, respectivamente. Porcentagens de inibicdo bastante inferiores as
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proporcionadas pelos endofiticos Botryosphaeria rhodina, Xylaria multiplex, C.e.AU1.F1.f e

Pestalotiopsis sp.
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Figura 24. Redugdo do crescimento de Rhizoctonia solani causada pelos fungos endofiticos de Caesalpinia
echinata em cultura pareada. Barras da mesma cor ndo diferem entre si, em nivel de significancia a 5% de
acordo com o teste de Tukey, em ANOVA.

Os resultados obtidos nesse estudo demonstram que esses endofiticos de C. echinata
sdo potenciais antagonistas do fitopatdgeno Rhizoctonia solani.
No antagonismo frente ao fungo Phomopsis sp., apenas trés endofiticos de C. echinata

inibiram o crescimento micelial desse patogeno (Tabela 9).

TABELA 9. Tipos de interagéio e porcentagem de inibi¢do entre os fungos endofiticos, isolados de C. echinata
(pau-brasil) e o fitopatogeno Phomopsis sp.

Isolados Tipo de interacéo Inibicéo (%)
C.e.A6.F4.cr. 3 0
C.e.A6.F4.c.b. 3 0

C.e.A9.f. 3 0

Xylaria multiplex 2 42,6
C.e.AU2.F1.f. 3 0

B. rhodina 1 91,7
C.e.AU2.F3 1. 3 0
C.e.AU2.F4 1. 3 0

Pestalotiopsis sp. 2 65,2
C.e.AULFILf. 3 0
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Botryosphaeria rhodina inibiu em 91,7% o crescimento micelial de Phomopsis sp.,
apresentando uma interacao do tipo 1, havendo a sobreposi¢ao do fitopatdgeno em apenas trés
dias de cultivo (Figura 25). Foi observado que Phomopsis sp. liberava substancias volateis
com cheiro de rosas, mas no antagonismo B. rhodina impediu a liberagdo de tais substancias,
nao podendo ser sentido esse cheiro caracteristico que exalava das placas de Petri, nas quais

Phomopsis sp. encontrava-se isolado.

Figura 25. Antagonismo de Botryosphaeria rhodina (lado esquerdo da placa) contra o fungo fitopatogénico
Phomopsis sp. (A-frente da placa; C-verso da placa), apos 3 dias, em meio BDA, a 28°C. Controle — Phomopsis
sp., nas mesmas condic¢des de cultivo, sem o endofitico (B-frente da placa; D-verso da placa).

O endofitico Pestalotiopsis sp. inibiu em 65,2% o crescimento de Phomopsis sp., a
interagdo entre eles foi do tipo 2, ndo havendo sobreposi¢do, mas pode ser observado um halo
de inibi¢do (Figura 26). Dos endofiticos que inibiram o crescimento micelial de Phomopsis
sp., Xylaria multiplex foi quem apresentou a menor porcentagem de inibigao, correspondendo

a42,6%.
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Figura 26. Antagonismo de Pestalotiopsis sp. lado esquerdo da placa) contra o fungo fitopatogénico Phomopsis
sp. (A-frente da placa; C-verso da placa), apds 15 dias, em meio BDA, a 28°C. Controle — Phomopsis sp., nas
mesmas condigdes de cultivo, sem o endofitico (B-frente da placa; D-verso da placa). Presenga de halo de
inibi¢do.

A analise estatistica demonstrou que héa diferenca significativa a nivel de 5%, de
acordo com o teste de Tukey, entre o controle e os isolados avaliados (Figura 27). E esses

isolados de C. echinata diferem entre si.
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Figura 27. Redugédo do crescimento de Phomopsis sp. causada pelos fungos endofiticos de Caesalpinia echinata
em cultura pareada. Barras da mesma cor ndo diferem entre si, em nivel de significancia a 5% de acordo com o
teste de Tukey, em ANOVA.

No estudo desenvolvido por Assumpcdo et al. (2009), nenhum dos 69 isolados
endofiticos de sementes de soja (Glycine max) apresentaram potencial antagénico frente ao
fitopatogeno do género Phomopsis. E este fungo é responsavel pelo descarte de lotes de
sementes de soja, na regido do cerrado Brasileiro (Kimati et al., 1997). Uma vez que a soja
tem destaque por ser uma das culturas mais rentdveis na agricultura mundial, tornam os
resultados obtidos neste trabalho ainda mais interessantes ¢ merecedores de investigagdes
posteriores, como por exemplo, testes de antagonismo in vivo utilizando Botryosphaeria
rhodina e Pestalotiopsis sp. como antagénicos de Phomopsis sp. isolado como fitopatogeno
de soja.

Botryosphaeria rhodina foi responsavel pela maior porcentagem de inibigdo, 88,8%,
no crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides (Tabela 10), havendo a interagao
do tipo 1, onde a sobreposi¢do proporcionada por B. rhodina ocorreu em apenas trés dias de
cultivo (Figura 28).

Xylaria multiplex também apresentou uma alta porcentagem de inibigdo, 69,8%,
apresentando também uma interagao do tipo sobrepondo o fitopatogeno, apds quinze dias de

cultivo (Figura 29).

TABELA 10. Tipos de interagdo e porcentagem de inibi¢do entre os fungos endofiticos, isolados de C. echinata
(pau-brasil) e o fitopatdgeno Colletotrichum gloeosporioides.

Isolados Tipo de interacéo Inibicéo (%0)
C.e.A6.F4.cr. 3 0
C.e.A6.F4.cb. 3 0

C.e.A9.f. 3 0

Xylaria multiplex 1 69,8
C.e. AU2.F1.1f. 3 0
B. rhodina 1 88,8
C.e.AU2.F3.1. 3 0
C.e.AU2.F4.f. 2 52,5
Pestalotiopsis sp. NT NT
C.e.AULFI.f. 2 34,6

NT — néo foi testado
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Figura 28. Antagonismo de Botryosphaeria rhodina (lado esquerdo da placa) contra o fungo fitopatogénico
Colletotrichum gloeosporioides (A-frente da placa; C-verso da placa), apos 3 dias, em meio BDA, a 28°C.
Controle — C. gloeosporioides, nas mesmas condigdes de cultivo, sem o endofitico (B-frente da placa; D-verso

da placa).

Figura 29. Antagonismo de Xylaria multiplex (lado esquerdo da placa) contra o fungo fitopatogénico
Colletotrichum gloeosporioides (A-frente da placa; C-verso da placa), apds 15 dias, em meio BDA, a 28°C.
Controle — C. gloeosporioides, nas mesmas condigdes de cultivo, sem o endofitico (B-frente da placa; D-verso

da placa).
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Os endofiticos codificados como C.e.AU2.F4.f. e C.e.AULF1.f. reduziram o
crescimento micelial de C. gloeosporioides em 52,5% e 34,6%, respectivamente.

Houve uma diferenga significativa a nivel de 5%, de acordo com o teste de Tukey,
entre o controle e os isolados avaliados (Figura 30). A redugdo do crescimento micelial do
fitopatogeno por B. rhodina diferiu significativamente dos demais endofiticos. Xylaria
multiplex e C.e.AU2.F4.f. ndo apresentaram diferenca significativa entre si, na redugdo de C.
gloeosporioides. C.e.AU1.F1.f. apesar de ter promovido a menor porcentagem de redug@o do
fitopatdgeno, pode-se observar uma diferenca significativa ao compara-lo ao controle.
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Figura 30. Redugdo do crescimento de Colletotrichum gloeosporioides causada pelos fungos endofiticos de
Caesalpinia echinata em cultura pareada. Barras da mesma cor ndo diferem entre si, em nivel de significancia a
5% de acordo com o teste de Tukey, em ANOVA.

Segundo Kamati et al. (1997), alguns estudos realizados em laboratério revelaram a
alta sensibilidade de Colletotrichum gloeosporioides a presenga de Trichoderma spp. que
além de inibirem o crescimento desse patogeno, provocaram alteragdes morfoldgicas nas
células das hifas em decorréncia do antagonismo.

No estudo desenvolvido por Martins et al. (2007) todos os isolados de Trichoderma
spp. inibiram o crescimento de C. gloeosporioides, e alguns isolados apresentaram
esporulagdo sobre o fitopatdogeno, sendo considerados altamente antagonistas.

Prapagdee et al. (2008) ao testar o antagonismo do actinomiceto Streptomyces

hygroscopicus contra C. gloeosporioides obteve porcentagens de inibicdo do crescimento
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micelial inferiores aos demonstrados por B. rhodina, Xylaria multiplex, C.c.AU2.F4.f. ¢
C.e.AUL.F1.f. O melhor resultado alcangado por S. hygroscopicus sobre o fitopatogeno foi
uma inibi¢do de 47,3% do crescimento micelial, os demais resultados as taxas de inibi¢ao
ficaram abaixo de 25%.

Pestalotiopsis sp. ndo pode ser testado frente ao fitopatogeno Colletotrichum
gloeosporioides porque esse endofitico foi isolado posteriormente, ¢ quando seria testado
contra C. gloeosporioides, a colonia do fitopatdgeno estava contaminada.

Dos endofiticos de C. echinata, sete foram antagonistas do fitopatogeno Pestalotiopsis
sp. (Tabela 11).

TABELA 11. Tipos de interagéo e porcentagem de inibi¢do entre os fungos endofiticos, isolados de C. echinata
(pau-brasil) e o fitopatdégeno Pestalotiopsis sp.

Isolados Tipo de interacéo Inibicéo (%)
C.e.A6.F4.cr. 3 0
C.e.A6.F4.c.hb. 3 0

C.e.A9.f. 3 8,6

Xylaria multiplex 2 32,6
C.e.AU2.FI.1. 3 8,6
B. rhodina 1 57,7
C.e.AU2.F3.f. 2 28,6
C.e.AU2.F4.1. 2 37,1
Pestalotiopsis sp. 2 543
C.e. AULFI.f. 3 0

Botryosphaeria rhodina inibiu em 57,7 % o crescimento micelial do fungo
fitopatogeno Pestalotiopsis sp., apresentando uma interagdo do tipo 1, sobrepondo-o (Figura
31).

O fitopatogeno Pestalotiopsis sp. isolado na placa de Petri, apds oito dias produziu um
grande nimero de conidios, porém no antagonismo com B. rhodina nao houve a producdo de
conidios, o que indica que B. rhodina impediu a produgdo dessas estruturas de resisténcia. A
redu¢do na produgdo de conidios e na taxa de crescimento micelial sdo importantes
caracteristicas a serem observadas no potencial desempenho de um antagonista.

Dos endofiticos antagonistas de Pestalotiopsis sp., o endofitico Pestalotiopsis sp. foi
quem apresentou a segunda maior porcentagem de inibicao, de 54,3%. A interagdo foi do tipo

2, havendo a formagao de um halo de inibi¢ao (Figura 32).
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Figura 31. Antagonismo de Botryosphaeria rhodina (lado esquedo da placa) contra o fungo fitopatogénico
Pestalotiopsis sp. (A-frente da placa; C-verso da placa), apoés 3 dias, em meio BDA, a 28°C. Controle —
Pestalotiopsis sp., nas mesmas condig¢des de cultivo, sem o endofitico (B-frente da placa; D-verso da placa).

Figura 32. Antagonismo do endofitico Pestalotiopsis sp. (lado esquerdo da placa) contra o fungo fitopatogénico
Pestalotiopsis sp. (A-frente da placa; C-verso da placa), apos 15 dias, em meio BDA, a 28°C. Controle —
Pestalotiopsis sp., nas mesmas condigdes de cultivo, sem o endofitico (B-frente da placa; D-verso da placa).
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O endofitico C.e.AU2.F4.f. foi responsavel pela reducdo de 37,1% do crescimento

micelial do Pestalotiopsis sp., mas ndo sobrepos (Figura 33).

Figura 33. Antagonismo do endofitico C.e.AU2.F4.f. (lado esquerdo da placa) contra o fungo fitopatogénico
Pestalotiopsis sp. (A-frente da placa; C-verso da placa), apos 15 dias, em meio BDA, a 28°C. Controle —
Pestalotiopsis sp., nas mesmas condigdes de cultivo, sem o endofitico (B-frente da placa; D-verso da placa).

Através dos testes de antagonismo, pode-se comprovar que Xylaria multiplex também
possui um potencial antagdnico contra esse fitopatogeno (Figura 34), mas as acdes
antagénicas s6 puderam ser observados apo6s quinze dias de cultivo, apresentando um
porcentagem de inibi¢do de 32,6%, havendo uma interagdo do tipo 2, ou seja, Xylaria sp. nao
sobrepds o fitopatogeno, mas pode ter ocorrido redugdo na esporulagdo do Pestalotiopsis sp.,
uma vez que pontos escuros observados nas placas, no crescimento do fitopatdégeno isolado,
ndo foram observados nas placas, onde Pestalotiopsis sp. estd pareado com o endofitico

Xylaria multiplex.
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Figura 34. Antagonismo de Xylaria multiplex (lado esquerdo da placa) contra o fungo fitopatogénico
Pestalotiopsis sp. (A-frente da placa; C-verso da placa), apos 15 dias, em meio BDA, a 28°C. Controle —
Pestalotiopsis sp., nas mesmas condigdes de cultivo, sem o endofitico (B-frente da placa; D-verso da placa).

Dos sete isolados de Caesalpinia echinata que inibiram o crescimento do
Pestalotiopsis sp., os endofiticos C.e.A9.f. e C.e.AU2.F1.f. que apresentaram interagdo do
tipo 3, ndo inibiram significativamente, a nivel de 5% de acordo com o teste de Tukey, o
crescimento micelial do fitopatogeno. Os endofiticos B. rhodina e Pestalotiopsis sp. inibiram
significativamente o fitopatogeno Pestalotiopsis sp., mas a inibigdo ndo foi sibnificativa entre
os endofiticos, a nivel de 5% de acordo com o teste de Tukey. C.e.AU2.F4.f., Xylaria
multiplex e C.e.AU2.F3.f. inibiram significativamente o crescimento do fitopatdgeno,
diferindo signicativamente das inibi¢des provocadas por B. rhodina e Pestalotiopsis sp.
(Figura 35).

73



4,0 -

J

1 [
3,0
2,5 4 T i
_ 1 |
2,0

1,54

HH

1,0 -

0,5 -

Diametro de crescimento (cm)

0.0 T I T I T I T I T '[ T I T I T '[ T I
B. rhodina PestaAU2 CeAu2F4  Xylaria  CeAuZF3 CeAof CeAu2F1 PestAZFS

Figura 35. Redugdo do crescimento de Pestalotiopsis sp. causada pelos fungos endofiticos de Caesalpinia
echinata em cultura pareada. Barras da mesma cor ndo diferem entre si, em nivel de significancia a 5% de
acordo com o teste de Tukey, em ANOVA.

Comparando-se os trés antagonistas, Botryosphaeria rhodina mostrou-se mais
eficiente do que Pestalotiopsis sp. e Xylaria multiplex, apresentando uma maior procentagem
de inibi¢do do crescimento micelial em relacdo a um maior nimero de fitopatdogenos.

O endofitico Pestalotiopsis sp. foi um bom antagonista, apresentado uma reducdo
superior a 50% no crescimento de quase todos os fitopatdogenos, porém apresentou uma menor
porcentagem de inibi¢do frente ao fitopatdgeno Rhizoctonia solani. Mas, esse percentual de
inibi¢ao foi superior a outros antagonistas de R. solani, como Bacillus thuringiensis e
Trichoderma sp. que apresentaram uma porcentagem de inibig¢do de 12,4 e 0,63%,
respectivamente (Remuska; Pria, 2007). Porém, no estudo desenvolvido por Ciindom et al.
(2003) os nove isolados de Trichoderma spp. mostraram-se eficientes como antagonistas,
apresentando porcentagens de inibi¢ao de R. solani significativas, acima de 38%.

No trabalho desenvolvido por Maki (2006), ao testar o potencial de inibi¢do dos
endofiticos do cacaueiro frente a fitopatogenos, foram utilizados Phytophthora palmivora e
Rhizoctonia solani, entre outros. Nos testes ndo foram observados nenhum indicio de inibi¢ao.
Para a autora, talvez esse resultado tenha ocorrido pelo fato dos fitopatdgenos terem sido
isolados de outras culturas. No presente estudo, apenas o fitopatogeno Pestalotiopsis sp. foi
isolado de C. echinata, e no entanto todos os fitopatogenos foram inibidos pelos endofiticos

B. rhodina, Xylaria multiplex e Pestalotiopsis sp.
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Xylaria multiplex apresentou porcentagens significativas de inibi¢ao do crescimento
micelial dos fitopatdgenos, mas no antagonismo contra Pestalotiopsis sp. apresentou uma
menor porcentagem de inibigdo em relagdo aos demais fitopatdgenos. Ao comparar a a¢dao do
Xylaria multiplex com as agdes antagonicas de Botryosphaeria rhodina e Pestalotiopsis sp.,
esse endofitico apresentou os menores percentuais de inibigdo frente aos fitopatdgenos
Pythium sp. ¢ Phomopsis sp.

Os resultados apresentados aqui demonstram o grande potencial que os endofiticos
Botryosphaeria rhodina, Pestalotiopsis sp. e Xylaria multiplex possuem como agentes de
controle dos fitopatogenos Pythium debaryanum, Phytophthora palmivora, Phomopsis sp.,
Rhizoctonia solani, Colletotrichum gloeosporioides ¢ Pestalotiopsis sp. Até o momento
nenhum estudo foi desenvolvido utilizando Botryosphaeria rhodina como antagonista desses
fungos fitopatogenos. Porém, o fato desse fungo ser patogeno de intimeras culturas (Ribeiro et
al., 1992; Rahakrishnan e Mammootty, 1979; Souza Filho et al., 1979; Warwick, 1990; RAM,
1988; Ponte, 1985; Freire et al., 2004) inviabiliza a sua utilizagdo in vivo. Uma alternativa
para sua utilizacdo no biocontrole desses fitopatdgenos seria através do isolamento e
utilizagdo de compostos produzidos por B. rhodina. Sendo necessarios testes preliminares in
vitro para verificar a agdo desses compostos frente aos patogenos.

As interagOes do tipo 1, nas quais ocorreram as sobreposicoes das hifas dos endoéfitos
sobre os fitopatogenos, sugere a ocorréncia de parasitismo. Porém, nos estudos em nivel
citolégico, por meio de pareamento em laminas de microcultivo, ndo foi possivel inferir sobre
o tipo de interagdo que ocorreu entre as hifas dos endofiticos em relagdo a dos fitopatogenos.

Também nao podem ser observadas as alteragdes nas esporulacdes dos fitopatogenos.

5.4. Conclusoes

Nas condi¢des de desenvolvimento deste estudo, pode-se concluir que:

- Os fungos endofiticos Pestalotiopsis sp., Xylaria multiplex e Botryosphaeria
rhodina foram os mais eficazes antagonistas de Pythium debaryanum e Phytophthora
palmivora.

- Os resultados obtidos no antagonismo in Vitro evidenciam a possibilidade da
aplicag@o dos extratos produzidos a partir dos endofiticos Botryosphaeria rhodina e Xylaria
multiplex no controle bioldgico dos fitopatogenos Rhizoctonia solani e Colletotrichum

gloeosporioides.
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- O crescimento micelial de Phomopsis sp. s6 foi inibido pelos endofiticos B. rhodina,
Pestalotiopsis sp. ¢ X. multiplex.

- Os isolados Pestalotiopsis sp., Botryosphaeria rhodina e Xylaria multiplex foram os
mais eficientes na inibigdo do crescimento micelial do fitopatogeno Pestalotiopsis sp.

- Os demais endofiticos ndo inibiram o crescimento dos fitopatdégenos e quando

apresentaram alguma inibi¢do, nao foi significativa.
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6. CAPITULO Ill: Efeito dos extratos obtidos a partir dos fungos

endofiticos de Caesalpinia echinata Lam. sobre microrganismos
6.1. Introdugéo

Os microrganismos endofiticos ocupam nicho ecolégico semelhante ao ocupado pelos
fitopatdégenos, o que proporciona a esses organismos um importante papel no controle
bioldgico desses patdogenos. Diversos trabalhos tém demonstrado que a associagdo de alguns
endofiticos a plantas tem lhes proporcionado resisténcia a varios patdogenos, como
microrganismos, insetos, animais herbivoros, entre outros. Esse biocontrole esta associado a
capacidade dos endofiticos produzirem metabolitos secundarios bioativos. A produgdo de
antibioticos confere vantagens ao endofiticos dentro da planta, uma vez que vao atuar
inibindo ou mesmo matando os demais microrganismos, diminuindo assim a competi¢ao por
espaco e por nutrientes (Schuz et al., 2002; Pileggi et al., 2002; Daisy et al., 2002; Wiyakrutta
et al., 2004; Phongpaichit et al., 2006; Akello et al., 2008; Sikora et al., 2008; Gong ¢ Guo,
2009).

Alguns metabolitos secundarios produzidos por plantas tém sido isolados do cultivo
de endofiticos, demonstrando a capacidade desses microrganismos em produzir 0s mesmos
compostos isolados de suas plantas hospedeiras. Para obteng¢ao de extratos de plantas faz-se
necessario uma grande quantidade de material vegetal, a exemplo do taxol que para obtencao
de 1 Kg sdo utilizadas as cascas de mais de 1000 arvores (Kieran et al., 1997). Isso implica
em danos irreparaveis para a planta, como a penetracdo de microrganismos patdégenos
oportunistas através de ferimentos causados durante a remo¢dao de ramos, podendo vir a
causar inumeras doengas e at¢é mesmo a morte da planta. E a perda excessiva de biomassa
também pode levar a morte do vegetal. Isolar microrganismos endofiticos, com a capacidade
de produgdo de metabodlitos secundarios, seria uma forma de evitar esses danos,
principalmente quando a planta utilizada ¢ uma espécie ameagada de extingdo, como no caso
de Caesalpinia echinata. Diversos estudos tém sido desenvolvidos isolando endofiticos de
plantas medicinais (Strobel et al., 1999b; Lu et al., 2000; Rodrigues et al., 2000; Huang et al.,
2001; Wang et al., 2002; Pileggi et al., 2002; Corrado; Rodrigues, 2004; Li et al., 2005; Silva
et al., 2005; Wang et al., 2006; Phongpaichit et al., 2006; Tayung; Jha, 2006; Ghadin et al.,
2008; Yin et al., 2009; Gong; Guo, 2009; Qin et al., 2009), obtendo a partir desses fungos
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compostos com potencial atividade antimicrobiana. Rocha (2004) relaciona algumas
propriedades medicinais de C. echinata.

A sele¢dao de um meio de cultivo ideal para a producgdo fungica ¢ de suma importancia,
assim como as condi¢des adequadas de cultivo para que haja um bom crescimento fingico
com alta esporulagdo (Barbosa et al., 2002). O meio de cultivo também influencia na
producdo de metabolitos secundarios pelos fungos endofiticos. Os compostos produzidos por
endofiticos tém sido utilizados em testes frente a patdgenos humanos e tém alcancado
resultados promissores (Horn et al.,1995; Lee et al., 1996; Calistru et al., 1997; Pelaéz et al.,
1998; Guo et al., 1998; Rodrigues et al., 2000; Isaka et al., 2001; Strobel, 2003; Pinto, 2003;
Liu et al., 2004; Caféu et al., 2005; Guimaraes, 2006; Hussain et al., 2007; Aly et al., 2008;
Gogoi et al., 2008; Ding et al., 2008).

O uso indiscriminado de antibidtico e outros fatores tém contribuido para o aumento
de microrganismos resistentes aos antimicrobianos, impulsionando uma constante busca por
novos agentes que possam combater as infecgdes causadas por esses microrganismos (Strobel
et al., 1999b; Rodrigues et al., 2000; Krohn et al., 2001; Wang et al., 2006; Ghadin et al.,
2008; Yin et al., 2009).

Ainda existe uma grande quantidade de endofiticos, cujos metabolitos secundarios nao
foram isolados. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo obter metabodlitos
secundarios a partir de endofiticos, isolados de C. echinata, caracteriza-los de acordo a
composicao quimica e testar a atividade antimicrobiana desses compostos, contribuindo para

o conhecimento do potencial biotecnologico desses microrganismos.

6.2. Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Biotecnologia de Plantas e de
Microrganismos Endofiticos do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal
de Alagoas (UFAL) e no Centro de Patologia e Medicina Laboratorial, da Universidade
Estadual de Ciéncias e da Satde de Alagoas (UNCISAL), contando com a colaboragdo do
Prof. Dr. Zenaldo Porfirio.

6.2.1. Obtencé&o dos fungos endofiticos

Foram utilizados os fungos endofiticos de Caesalpinia echinata, Botryosphaeria

rhodina, Xylaria multiplex e Pestalotiopsis sp. que inibiram in vitro os fitopatogenos Pythium
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debaryanum, Phytophthora palmivora, Phomopsis sp., Rhizoctonia solani, Colletotrichum
gloeosporioides e Pestalotiopsis sp., em ensaios de antagonismo. Também foi utilizado o
endofitico C.e.A6.F4.c.b. que foi selecionado por ter secretado uma substincia oleosa, no

cultivo em meio BD.

6.2.2. Meios de cultura utilizados

6.2.2.1. Meio Batata Dextrose (BD):

Discos de batata descascada 200 g
Dextrose 20g
Agua destilada 1000 mL
pH 5,87

Os discos de batata foram fervidos em 500 mL de agua destilada por 30 minutos. Apds
filtracdo através de gaze, a dextrose foi adicionada ao caldo resultante, completando-se com

agua destilada para 1000 mL. O pH foi ajustado com NaOH 1 mol.L™".

6.2.2.2. Meio Batata Cenoura (BC):

Discos de batata descascada 20¢g
Discos de cenoura descascada 20¢g
Agua destilada 1000 mL
pH 5,9

Os discos de batata e cenoura foram colocados em 500 mL de 4gua destilada, durante
60 minutos e depois foram fervidos durante 5 minutos. O caldo foi filtrado através de gaze.
Ajustou-se o volume para 1000 mL, mediu-se o pH e o meio foi esterilizado em autoclave por

20 minutos.

6.2.2.3. Caldo de Batata-Doce (CBD):

Discos de batata-doce descascada 250 g
Dextrose 20g
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Agua destilada 1000 mL
pH 5,9

Os discos de batata-doce foram fervidos em 500 mL de 4gua destilada por 50 minutos
e em seguida o caldo foi filtrado em gaze. Adicionou-se a dextrose e ajustou o volume com

agua destilada para 1000 mL. O caldo foi esterilizado em autoclave por 20 minutos.

6.2.2.4. Caldo de Cenoura (CC):

Cenoura triturada 20g
Agua destilada 1000 mL
pH 6,13

A cenoura triturada foi colocada em 500 mL de agua destilada por 60 minutos, logo
apos ferveu-se por 5 minutos e em seguida o caldo foi filtrado em gaze. O volume foi ajustado

com agua destilada para 1000 mL. O caldo foi esterilizado em autoclave por 20 minutos.

6.2.2.5. Batata-Sacarose (BS):

Discos de batata descascada 200 g
Sacarose 20g
Agua destilada 1000 mL
pH 5,87

Os discos de batata-doce foram fervidos em 500 mL de agua destilada por 50 minutos
e em seguida o caldo foi filtrado em gaze. Adicionou-se a sacarose e ajustou o volume com

agua destilada para 1000 mL. O caldo foi esterilizado em autoclave por 20 minutos.

6.2.2.6. Meio Agar Mueller-Hinton (MHA)

Infusdo de carne bovina 30g
Peptona de caseina acida 175 ¢
Amido 15¢
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Agar 17¢
Agua destilada 1000 mL
pH 5,8

Todos os ingredientes foram misturados em agua destilada, sob agitacdo, exceto o
agar. O volume foi completado com agua destilada para 1000 mL. Sendo o pH ajustado com

NaOH 1 mol.L™" antes de adicionar o 4gar.

6.2.3. Cultivo dos fungos endofiticos em meios liquidos

Os fungos endofiticos que estavam sendo cultivados em placas de Petri, no meio
BDA, pH 6,8, a temperatura de 28° C, foram inicialmente transferidos, com o auxilio de um
vazador de rolhas, sendo retirado um cilindro de 6 mm de didmetro ¢ em seguida inoculado
em 100 mL de meio liquido de Batata Dextrose (BD). Posteriormente, foram cultivados no
meio Batata Cenoura (BC), Caldo de Batata-Doce (CBD), Caldo de Cenoura (CC) e Batata
Sacarose (BS), em um volume de 100 mL, visando a determina¢do dos meios mais adequados
para uma melhor producio de massa fungica e posterior producdo de metabdlitos secundarios.
Além disso, os Erlenmeyer foram colocados no claro sem e com agitagdao (100 rpm), € no
escuro com e sem agitacdo. Foram utilizados trés repeticdes para cada fungo selecionado.
Apo6s o tempo de incubagdo de 30 dias estes foram analisados quanto a produgdo de massa
fingica e de extratos. A cultura foi filtrada em camada dupla de filtro de papel, apos a
aplicacdo de etanol 92,5%. O micélio retido foi seco em estufa a 60° C, apds a secagem o

crescimento da colonia foi avaliado pela pesagem da biomassa seca dos micélios.

6.2.4. Preparacdo dos extratos produzidos pelos fungos endofiticos

A partir das massas fingicas produzidas pelos fungos endofiticos Botryosphaeria
rhodina, Xylaria multiplex, C.e.A6.F4.c.b. ¢ Pestalotiopsis sp., os extratos foram obtidos
através de maceracgdo e utilizacao de solventes de diferentes polaridades (hexano, cloroférmio,
acetato de etila e metanol), de acordo com a Figura 37. Apods concentracdo das solugdes em
evaporador rotativo, cada extrato bruto foi individualmente suspenso em solugdo MeOH/H,O

e extraido com C¢Hj4, CHCl; e AcOEt para obtengao de fragdes organicas mais elaboradas.
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Figura 36. Modelo esquematico de extragdo de compostos quimicos do micélio de fungos endofiticos.

6.2.5. Atividade antimicrobiana em meio solido

Avaliac¢do da atividade antimicrobiana dos extratos obtidos foi efetuada de acordo com
a metodologia de difusdo em agar (Anesini; Perez, 1993). Os testes foram realizados no
Centro de Patologia e Medicina Laboratorial, da Universidade Estadual de Ciéncias e da
Saude de Alagoas (UNCISAL), utilizando cepas multirresistentes isoladas de pacientes
infectados, como as bactérias produtoras de ESBL (Betalactamases de Espectro Ampliado),
que conferem ampla resisténcia aos antimicrobianos, e linhagens referéncia provenientes da
ATCC (American Type Culture Collection), adquiridas do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS), da Fundacao Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro (Tabela 12).
Foram utilizadas seis culturas, sendo quatro Gram-negativas: Escherichia coli (ESBL),
Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e Klebsiella pneumoniae (ESBL); ¢

duas Gram-positivas, Enterococcus faecalis (ATCC 51299) e Staphylococcus aureus.

TABELA 12. Linhagens referéncia utilizadas nos testes de atividade antibacteriana.

Linhagens referéncia N° de registro Instituicdo fornecedora
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 Fundagdo Oswaldo Cruz
Enterococcus faecalis ATCC 51299 Fundag¢ido Oswaldo Cruz
Escherichia coli Linhagem hospitalar Universidade Estadual de Ciéncias e da Saude de Alagoas
Proteus vulgaris Linhagem hospitalar Universidade Estadual de Ciéncias e da Satde de Alagoas
Klebsiella pneumoniae Linhagem hospitalar Universidade Estadual de Ciéncias e da Saude de Alagoas
Staphylococcus aureus Linhagem hospitalar Universidade Estadual de Ciéncias e da Saude de Alagoas
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As bactérias foram replicadas, com auxilio de swabs estéreis, em placas de Petri
previamente preparadas com Agar Mueller-Hinton. Os discos de papel estéreis (6 mm de
diametro) foram impregnados com 5 pL a cada quatro vezes, completando um total de 20 pL.
da solucdo dos extratos obtidos das massas dos endofiticos. Foram feitos testes preliminares
utilizando a diluicdo de 5 mg/mL. Nao havendo nenhuma atividade, aumentou-se as
concentragdes das solugdes para 50 mg/mL e utilizou-se apenas trés culturas: Enterococcus
faecalis (ATCC 51299), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e a bactéria Gram-positiva
Staphylococcus aureus. O ensaio foi realizado em triplicata utilizando como controle positivo
norfloxacina (100pg/mL) e como controle negativo os solventes metanol (CH;OH),
cloroformio (CHClIs), acetato de etila (C4HsO,) e hexano (C¢H,4). As placas foram encubadas

em uma estufa, com uma temperatura de 37° C e os resultados foram lidos ap6s 24 horas.

6.3. Resultados e discussao

Dentre os meios utilizados para o crescimento de Botryosphaeria rhodina, foi no meio
Batata Dextrose (BD) que houve a maior produgdo de biomassa. Porém, nao houve diferenga
significativa a nivel de 5% de acordo com o teste de Tukey, entre 0 meio BD e os meios
Caldo de Batata-Doce (CBD) e Batata Sacarose (BS) (Figura 38). A producao de biomassa foi
significativamente menor nos meios Batata Cenoura (BC) e Caldo de Cenoura (CC), ndo

havendo diferencga significativa entre esses meios.
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Figura 37. Produgdo de biomassa fungica de Botryosphaeria rhodina, nos diferentes meios de cultivo: Batata
Cenoura, Caldo de Cenoura, Batata Sacarose, Caldo de Batata Doce e Batata Dextrose. Barras da mesma cor nao
diferem entre si, em nivel de significancia a 5% de acordo com o teste de Tukey, em ANOVA.

Botryosphaeria rhodina apresentou um maior crescimento de massa fungica, no meio

BD, crescendo no escuro, sem agitagdo, a temperatura de 28° C (Figura 39-A). Porém, nao

houve diferenca significativa a nivel de 5% de acordo com o teste de Tukey, entre as massas

fingicas produzidas no escuro, com agitacdo e sem agitacdao (Figura 40). O crescimento no

escuro diferiu significativamente do crescimento no claro. Mas, ndo houve diferencga

significativa entre os crescimentos no claro com agitagdo ¢ sem agitacao.

Figura 38. Botryosphaeria rhodina apos trinta dias crescimento em meio BD, a temperatura de 28° C, no claro
(A) e no escuro (B), sem agitagdo.
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Figura 39. Produgdo de biomassa fiingica de Botryosphaeria rhodina, no meio BD, nas diferentes condigdes
ambientais: no claro sem agita¢do, no escuro sem agitagdo, no claro com agitagdo e no escuro com agitagao.
Barras da mesma cor ndo diferem entre si, em nivel de significancia a 5% de acordo com o teste de Tukey, em
ANOVA.

As colonias de B. rhodina, apds aproximadamente 15 dias de crescimento, tornam-se
escuras, tanto em meio s6lido quanto em meio liquido. Porém, ao crescer no escuro, as
colonias permaneceram com aspectos claros, semelhante ao que ocorre no inicio do
crescimento micelial.

Quanto a produgdo de biomassa de Xylaria multiplex, foi no meio Batata Dextrose
(BD) que houve a maior produc¢do, diferindo significativamente a nivel de 5% de acordo com
o teste de Tukey, dos demais meios de cultivo utilizados (Figura 40). Entre os meios Caldo de
Batata-Doce (CBD) e Batata Sacarose (BS) nao houve diferenga significativa. A produgdo de
biomassa foi significativamente menor nos meios Batata Cenoura (BC) e Caldo de Cenoura
(CC), ndo havendo diferenca significativa entre esses meios, mas diferiram significativamente

dos demais meios.
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Figura 40. Produgéo de biomassa fangica de Xylaria multiplex, nos diferentes meios de cultivo: Batata Cenoura,

Caldo de Cenoura, Caldo de Batata Doce, Batata Sacarose e Batata Dextrose. Barras da mesma cor nao diferem
entre si, em nivel de significancia a 5% de acordo com o teste de Tukey, em ANOVA.

O crescimento de Xylaria multiplex em meio BD, no claro apresentou um aspecto

enegrecido, com estruturas de reproducao (Figura 41-A).

Figura 41. Xylaria multiplex apos trinta dias crescimento em meio BD, a temperatura de 28° C, no claro (A) e no
escuro (B), sem agitagio.

Mas, a nivel de 5% de acordo com o teste de Tukey, houve diferenga significativa na
produgdo de biomassa de Xylaria multiplex nos diferentes tratamentos (Figura 42). No meio

BD, no escuro, com e sem agitacao houve a maior producdo de massa fungica.
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Figura 42. Produgdo de biomassa fungica de Xylaria multiplex, no meio BD, nas diferentes condigdes
ambientais: no claro sem agita¢do, no escuro sem agitagdo, no claro com agitagdo e no escuro com agitagao.
Barras da mesma cor ndo diferem entre si, em nivel de significancia a 5% de acordo com o teste de Tukey, em
ANOVA.

No crescimento de C.e.A6.F4.cb, o meio Batata Dextrose (BD) foi quem
proporcionou a maior produgdo de biomassa, havendo uma diferenca significativa a nivel de
5% de acordo com o teste de Tukey, entre esse meio e os demais (Figura 43). O meio Batata
Sacarose (BS) foi quem proporcionou a segunda maior producdo de biomassa flngica,
seguido do meio Caldo de Batata-Doce (CBD), havendo diferenca significativa entre eles. O
meio Caldo de Cenoura (CC) foi quem proporcionou a menor produgao de biomassa, mas nao

houve diferenca significativa entre CC e o meio Batata Cenoura (BC).
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Figura 43. Producéo de biomassa fingica de C.e.A6.F4.c.b, nos diferentes meios de cultivo: Caldo de Cenoura,
Batata Cenoura, Caldo de Batata Doce, Batata Sacarose e Batata Dextrose. Barras da mesma cor ndo diferem
entre si, em nivel de significancia a 5% de acordo com o teste de Tukey, em ANOVA.

O fungo C.e.A6.F4.c.b apresentou uma maior massa fingica, no meio BD ao crescer

no escuro, sem agitacdo, mas o aspecto macroscopio da coldnia foi semelhante em ambos

cultivos (Figura 44).

Figura 44. C.e.A6.F4.c.b apos trinta dias crescimento em meio BD, a temperatura de 28° C, no claro (A) e no

escuro (B), sem agitagdo.

Porém, ndo houve diferenca significativa a nivel de 5% de acordo com o teste de

Tukey, entre as massas fungicas produzidas no escuro, com agitacdo ¢ sem agitacdo (Figura
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45). Nao houve diferenca significativa no crescimento de C.e.A6.F4.c.b, no claro com

agitacdo e no claro sem agitacao.
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Figura 45. Produgdo de biomassa fingica de C.e.A6.F4.c.b, no meio BD, nas diferentes condigdes ambientais:

no claro sem agitagdo, no escuro sem agitagdo, no claro com agitacdo e no escuro com agitagdo. Barras da
mesma cor ndo diferem entre si, em nivel de significancia a 5% de acordo com o teste de Tukey, em ANOVA.

O crescimento de Pestalotiopsis sp., no meio BD, no claro ¢ sem agitagdo

proporcionou uma maior produ¢do de biomassa (Figura 46-A) .

Figura 46. Pestalotiopsis sp. apos trinta dias crescimento em meio BD, a temperatura de 28° C, no claro (A) e no
escuro (B), sem agitagio.
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A nivel de 5% de acordo com o teste de Tukey, houve diferenca significativa na
producdo de biomassa de Pestalotiopsis sp. entre os meios que cresceram no claro em relagdo

aos que cresceram no escuro (Figura 47).
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Figura 47. Produgdo de biomassa flingica de Pestalotiopsis sp., no meio BD, nas diferentes condigdes
ambientais: no claro com agitacdo, claro sem agitagdo, no escuro com agitacao e no escuro sem agitacio. Barras
da mesma cor ndo diferem entre si, em nivel de significancia a 5% de acordo com o teste de Tukey, em
ANOVA.

Apbs o cultivo em meio BD, durante 30 dias, no claro, sem aeragdo, a uma
temperatura de 28° C, foram obtidos rendimentos diferentes dos isolados B. rhodina, Xylaria
sp., C.e.A6.F4.c.b e Pestalotiopsis sp. Para cada 100 mL de meio de cultivo obteve-se
aproximadamente 0,53 g, 0,74 g, 0,92 g e 0,97 g de massa fingica, respectivamente de B.
rhodina, Xylaria sp., C.e.A6.F4.c.b e Pestalotiopsis sp.

De B. rhodina obteve-se as seguintes quantidades de extratos: 2,899 g de n-hexano,
0,946 g de cloroférmio, 0,8627 g de acetato de etila e 2,9804 g de metanol. A soma do peso

dos extratos apresentou um rendimento de 13,12% do peso total do micélio seco (Tabela 13).
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TABELA 13. Rendimento dos extratos em relagdo 4 massa seca do micélio de Botryosphaeria rhodina.

Isolado Solvente Peso seco (g) Rendimento (%)
Hexano 2,899 g 495
Botryosphaeria rhodina Cloroférmio 0,946 g 1,61
58,53¢g Acetato de etila 0,862 g 1,47
Metanol 2980 g 5,09
Total 13,12

As quantidades de extratos obtidas de Xylaria sp. foram as seguintes: 0,087 g de n-
hexano, 0,063 g de cloroférmio, 0,204 g de acetato de etilae 0,712 g de metanol. A partir da
soma dos pesos dos extratos, obteve-se um rendimento de 7,13% do peso total do micélio

seco de Xylaria sp. (Tabela 14).

TABELA 14. Rendimento dos extratos em relagdo a massa seca do micélio de Xylaria sp.

Isolado Solvente Peso seco (g) Rendimento (%)
Hexano 0,087 g 0,58
Xylaria sp. Cloroférmio 0,063 g 0,42
1491g Acetato de etila 0,204 g 1,36
Metanol 0,712 g 4,77
Total 7,13

De C.e.A6.F4.c.b. obteve-se as seguintes quantidades de extratos: 2,753 g de n-hexano
e 0,518 g de cloroféormio. A soma do peso dos extratos apresentou um rendimento de % do

peso total do micélio seco (Tabela 15).

TABELA 15. Rendimento dos extratos em relagdo a massa seca do micélio de C.e.A6.F4.c.b.

Isolado Solvente Peso seco (g) Rendimento (%)
C.e.A6.F4.cb. Hexano 2,753 g 22,8
12,08 g Cloroférmio 0,518 g 43
Total 27,1

A partir da massa fungica de Pestalotiopsis sp. obteve-se as seguintes quantidades de
extratos: 1,28 g de n-hexano e 0,37 g de cloroférmio. A soma do peso dos extratos

apresentou um rendimento de % do peso total do micélio seco (Tabela 16).
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TABELA 16. Rendimento dos extratos em relagdo a massa seca do micélio de Pestalotiopsis sp.

Isolado Solvente Peso seco (Q) Rendimento (%)
Pestalotiopsis sp. Hexano 1,28 g 2.2
57,90 g Cloroférmio 0,37 g 0,64
Total 2,84

Na avaliagdo da atividade antimicrobiana contra a bactéria Gram-positiva
Enterococcus faecalis, nenhum dos extratos foi ativo (Figura 48), na concentragdo de
50 mg/mL. Apenas o controle positivo, o antibiotico norfloxacina exibiu um halo de inibi¢ao

no crescimento da bactéria.

Figura 48. Os discos contendo extratos obtidos a partir dos fungos endofiticos de C. echinata nao apresentaram
atividade, na presenca de Enterococcus faecalis.

Enterococcus faecalis ja teve o seu crescimento inibido por extratos de fungos
endofiticos, a exemplo de isolados de orquideas do género Barlia que apresentaram amplo
espectro antimicrobiano, inclusive contra E. faecalis (Scrugli et al., 2000). Do endofitico
Ampelomyces sp., de catorze compostos produzidos, doze foram ativos contra E. faecalis (Aly
et al., 2008).

Nos testes frente a bactéria Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa nenhum dos
extratos, obtidos dos fungos endofiticos de Caesalpinia echinata apresentou atividade, apenas

o antibidtico norfloxacina promoveu a formacao de halo de inibi¢ao (Figura 49).
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Figura 49. Os discos contendo os extratos obtidos a partir dos fungos endofiticos de C. echinata nio
apresentaram atividade, na presenga de Pseudomonas aeruginosa.

Alguns estudos tém demonstrado a eficiéncia de fungos endofiticos na inibicdo do
crescimento da bactéria Pseudomonas aeruginosa, dentre esses podemos citar o trabalho de
Pinto (2003) que isolou vinte e quatro fungos endofiticos, da planta rabo-de-raposa, dos quais
dez apresentaram atividade contra P. aeruginosa. Trés extratos isolados do fungo endofitico
Phomopsis sp. inibiram o crescimento de P. aeruginosa (Corrado; Rodrigues, 2004). No
estudo desenvolvido por Maria et al. (2005), Pestalotiopsis sp. isolado de duas espécies de
plantas do manguezal, demonstrou inibigao frente a P. aeruginosa e a Staphylococcus aureus.
Mas, no presente estudo os extratos produzidos pelo mesmo género nao demonstraram
nenhum efeito inibitorio.

Os extratos ndo apresentaram nenhum efeito inibitorio frente a bactéria
Staphylococcus aureus, diferentemente do controle positivo (Figura 50) que produziu halos de

inibicao nos testes em triplicata.
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Figura 50. Os discos contendo os extratos obtidos a partir dos fungos endofiticos de C. echinata ndo
apresentaram atividade, na presenga de Staphylococcus aureus.

A bactéria Staphylococcus aureus tem sido inibida em diversos testes realizados,
utilizando extratos obtidos de fungos endofiticos. Diferentemente dos resultados deste
trabalho, os extratos de Botryosphaeria sp. inibiram o crescimento de S. aureus no estudo
desenvolvido por Phongpaichit et al. (2006). Uma espécie desse mesmo género, o endofitico
Botryosphaeria mamane produziu o composto primina que foi bastante ativo contra
Staphylococcus aureus (Pongcharoen et al., 2007). O isolado endofitico Colletotrichum sp.,
obtido da planta medicinal Artemisia annua L., produziu metabdlitos secundarios que
apresentaram atividade contra S. aureus (Lu et al., 2000). Esse mesmo fungo, isolado de outra
planta medicinal, Artemisia mongolica Fisch. ex Besser , também apresentou atividade frente
a essa bactéria (Zou et al., 2000). Da planta medicinal Spondia mombin foi isolado o fungo
endofitico Guignardia sp., cujos extratos inibiram o crescimento de S. aureus (Rodrigues et
al., 2000). Compostos obtidos do fungo endofitico Hypocrea sp. também foram ativos contra
S. aureus (Gogoi et al., 2008).

O fato dos extratos obtidos dos endofiticos Botryosphaeria rhodina, Xylaria sp.,
Pestalotiopsis sp. e C.e.A6.F4.c.b. nao apresentarem efeito inibitorio pode estar relacionado a
maneira como foi feito o processo de extracdo. Os extratos ndo foram obtidos a partir do
filtrado do cultivo, e sim da massa fungica. Além disso, a concentragdo dos extratos que
foram impregnados nos discos de papel de filtro pode ter sido baixa, o que justifica a
realizagcdo de novos testes em maiores concentragdes dos extratos, e estes devem ser obtidos a

partir do filtrado fingico.
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6.4. Conclusdes

Diante dos resultados observados e nas condi¢cdes em que foi conduzido o presente
estudo, pode-se concluir que:

- Botryosphaeria rhodina, Xylaria multiplex, Pestalotiopsis sp. e C.e.A6.F4.c.b.
apresentaram uma quantidade maior de massa fingica ao crescerem no meio BD, no escuro,
sem agitacao.

- Os extratos dos fungos endofiticos de Caesalpinia echinata, obtidos a partir de
diferentes solventes, ndo exerceram efeito antibacteriano sobre Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, nao demonstrando capacidade em inibir o

crescimento das amostras, nas concentragoes utilizadas.

7. CONSIDERACOES FINAIS

O controle biologico de fitopatdogenos pode ser um mecanismo eficiente, utilizando
microrganismos antagdnicos. Entretanto, existem lacunas a serem preenchidas através de
outras pesquisas, para encontrar os antagonicos ideais, ou seja, que se adaptem ao ambiente
no qual serdo introduzidos € que nao possam ocasionar algum tipo de doenca na planta
hospedeira, uma vez que endofiticos de determinadas espécies vegetais podem comportar-se
como patdgenos em outras espécies.

Para que esses microrganismos possam ser recomendados em técnicas de controle de
doengas em plantas, faz-se necessario a condugdo de diversos experimentos controlados em
viveiros e posterior experimentacdo em condi¢des de campo.

Ha perspectivas de futuramente serem feitos testes com os extratos dos endofiticos
isolados de Caesalpinia echinata Lam., porém em maiores concentragdes. Também poderdo
ser feitos testes com extratos obtidos apartir do filtrado do cultivo desses endofiticos. E caso
os testes demonstrem resultados positivos, serd feito o isolamento e a identificagdo dos

compostos presentes nesses extratos.
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ANEXO 1. Analise estatistica do crescimento do fungo endofitico Botryosphaeria rhodina,
em diferentes meios de cultivo.

ANOVAOneWay (14-09-2009 10:48:13)
Descriptive Statistics

Sample Size Mean Standard Deviation = SE of Mean
CB 3 0,033 1E-3 5,7735E-4
c 3 0,04733 57735E-4 3,33333E-4
CBD 3 0,34333 0,00577 0,00333
BD 3 0.4 0.01 0,00577
BS 3 0,31 0,01 0,00577
One Way ANOVA
Overall ANOVA
DF Sum of Squares Mean Square F Value Prob=F
Model 4 0,3608 0,0902 1921,88352 2,22045E-14
Error 10 4,69333E-4 4,69333E-5
Total 14 0.36127

Null Hypothesis: The means of all levels are equal
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different
At the 0.05 level, the population means are significantly different.

Fit Statistics
R-Square CoeffVar Root MSE Data Mean
0,9987 0,03022 0.00685 0,22673

Means Comparisons

Tukey Test
MeanDiff SEM q Value Prob Alpha = Sig LCL UcL

C CB 001433 0,00559 3,62382 0,15187 0,05 0 -0,00408 0.,03274
CBD CB  0,31033 | 0,00559 78.46001 0 0,05 1 0,29192  0.,32874
CBD C 0,296 0,00559 74,83618 0 0,05 1 0,27759  0.31441
BD CB 0,367 0,00559 92,78676 0 0,05 1 0,34859  0.38541
BD C 0,35267 0,00559 89,16293 0 0,05 1 0,33426  0.,37108
BD CBD 0,05667 0,00559 1432675 1,08818E-5 0,05 1 0,03826 | 0.07508
BS CB 0,277 0,00559 70,03251 0 0,05 1 0,25859 @ 0.29541
BS ¢ 026267 0,00559 66,40869 0 0,05 1 0.24426 0,28108
BS CcBD -0,03333 0,00559 8,4275 0.00102 0,05 1 -0,05174 -0,01492
BS BD -0,09 0,00559 2275425 4,14245E-8 0,05 1 -0,10841 -0,07159

Sig equals 1 indicates that the means difference is significant at the 0,05 level.
Sig equals 0 indicates that the means difference is not significant at the 0,05 level.

Homogeneity of Variance Test
Levene's Test(Absolute Deviations)
DF Sum of Squares Mean Square F Value @ Prob>F
Model 4 1,13778E-4 2,84444E-5 2,01047 0,16889
Error 10 1,41481E-4 1,41481E-5

At the 0.03 level, the population variations are not significantly different.
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ANEXO 2. Analise estatistica do crescimento do fungo endofitico Botryosphaeria rhodina,
no meio BD, em diferentes tratamentos.

ANOVAOneWay (26-08-2009 10:55:54)

Descriptive Statistics

Sample Size Mean Standard Deviation = SE of Mean
ClaroSAgit 3 0.451 1E-3 5,7735E-4
EscSAgit 3 0,531 1E-3 5,7735E-4
ClaroCAgit 3 0,44567 0,00404 0,00233
EscCAgit 3 0,52933 57735E-4  3,33333E-4
One Way ANOVA
Overall ANOVA
DF Sum of Squares = Mean Square F Value Prob>F
Model 3 0.,02014 0,00671  1438,35119  2,88387E-11
Error 8 3,73333E-5 4,66667E-6
Total 11 0.02017
MNull Hypothesis: The means of all levels are equal
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different
Atthe 0.05 level, the population means are significantly different.
Fit Statistics
R-Square = Coeff Var Root MSE Data Mean
0,99815 0,00442 0.00216 0.48925
Means Comparisons
Tukey Test
MeanDiff SEM q Value Prob Alpha | Sig LCL UcL
EscSAgit ClaroSAgit 0,08 0.00176 64,1427 0 0.05 1 0,07435 0,08565
ClaroCAgit ClaroSAgit -0,00533 0,00176 4,27618 | 0,06432 0.05 0 -0,01098 3.,15084E-4
ClaroCAgit EscSAgit -0,08533 | 0,00176 68,41888 0 0,05 1 -0,09098 -0,07968
EscCAgit ClaroSAgit 007833 0,00176 62,80639 0 0,05 1 0,07268 0,08398
EscCAgit EscSAgit -0,00167 = 0,00176 1,33631  0,78268 0,05 0 -0,00732 0,00398
EscCAgit ClaroCAgit 0,08367 0,00176 67,08257 0 0,05 1 0,07802 0,08932

Sig equals 1 indicates that the means difference is significant at the 0,05 level.
Sig equals 0 indicates that the means difference is not significant at the 0,05 level.

Homogeneity of Variance Test
Levene's Test(Absolute Deviations)

DF = Sum of Squares Mean Square F Value = Prob>F
Model 3 1,43704E-5 4,79012E-6 | 7,60784  0,00994
Error 8 5,03704E-6 6,2963E-7

At the 0.05 level, the population variations are significantly different.
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ANEXO 3. Analise estatistica do crescimento do fungo endofitico C.e.A6.F4.c.b.,, em
diferentes meios de cultivo.

ANOVAOneWay (01-09-2009 18:24:59
Descriptive Statistics

Sample Size Mean @ Standard Deviation SE of Mean
CB 3 0,04 0.01 0,00577
C 3| 0,02267 0,00153 8.81917E-4
CBD 3 0,58 0.01 0,00577
BD 3 1,4 0,1 0,05774
BS 3 | 0,88667 0,01155 0,00667
One Way ANOVA
Overall ANOVA
DF Sum of Squares Mean Square F Value Prob>F
Model 4 4,10548 1,02637 | 496,51833 1,88561E-11
Error 10 0,02067 0,00207
Total 14 4,12615

Null Hypothesis: The means of all levels are equal
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different
At the 0.05 level, the population means are significantly different.

Fit Statistics

R-Square Coeff VVar

Root MSE Data Mean

0,99499  0,0776 0,04547  0,58587
Means Comparisons
Tukey Test
MeanDiff SEM g Value Prab
C CB -0,01733 0,03712 0,66033 0,98876
CBD CB 0,54 0,03712 20,5717 3,77784E-7
CBD C 0,55733 0,03712 21,23202 2,84486E-7
BD CB 1,36 0,03712 51,8102 0
BD C 1,37733 0,03712 52,47053 0
BD CBD 0,82 0,03712 31,2385 0
BS CB 0,84667 0,03712 32,25439 0
BS C 0,864 0,03712 32,91472 0
BS CBD 0,30667 0,03712 11,68269 6,75744E-5
BS BD -0,51333 0,03712 19,55581 546159E-7

Alpha Sig

0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05

0
1
1
1
1
1
1
1
1
1

LCL
-0,13951
0,41783
0.43516
1,23783
1,25516
0,69783
0,72449
0,74183
0,18449
-0,63551

UcCL
0,10484
0,66217
0,67951
1,48217
1,49951
0,94217
0,96884
0,98617
0.42884

-0,391186

Sig equals 1 indicates that the means difference is significant at the 0,05 level.
Sig equals 0 indicates that the means difference is not significant at the 0,05 lewvel.
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ANEXO 4. Analise estatistica do crescimento do fungo endofitico Xylaria sp., em diferentes

meios de cultivo.

ANOVAOneWay (08-09-2009 18:40:03)
Descriptive Statistics

Sample Size Mean Standard Deviation = SE of Mean

CB 3 0,01 0 0
C 3 0,033 1E-3 5,7735E-4
CBD 3 0,74 0,01 0,00577
BS 3 0,77 0,01 0,00577
BD 3 0,89333 0.00577 0,00333

One Way ANOVA
Overall ANOVA

DF = Sum of Squares = Mean Square F Value Prob>F
Model 4 2,22847 0.55712 | 11887,29872 0
Error 10 4,68667E-4 4,68667E-5
Total 14 2,22894

Mull Hypothesis: The means of all levels are equal
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different
At the 0.05 level, the population means are significantly different.

Fit Statistics
R-Square CoeffVar Root MSE Data Mean
0,99979  0,01399 0,008685 0.48927

Means Comparisons

Tukey Test
MeanDiff SEM q Value Prob Alpha Sig LCL

C CB 0,023 0,00559 5,81911  0,01403 0,05 1 0,0046
CBD CB 0,73 0,00559 184,69343 0 0,05 1 0,7116
CBD C 0,707 0,00559 178,87433 0 0,05 1 0.6886
BS CB 0,76 = 0,00559 192,28357 0 0,05 1 0,7416
BS C 0,737 0,00559 186,46447 0 0,058 1 0,7186
BS CBD 0,03 0,00559 7,59014  0,00227 0,08 1 0,0116
BD CB  0,88333 0,00559 223,48749 0 0,05 1 0,86494
BD C 0,86033 0,00559 217,66838 0 0,05 1 0,84194
BD cBD 0,15333  0,00559 38,79405 0 0,05 1 0,13494
BD BS 0,12333 0,00559 31,20391 0 0,05 1| 0,10494

UcCL
0,0414
0,7484
0,7254
0,7784
0,7554
0,0484
0,90173
0,87873
017173
0,14173

Sig equals 1 indicates that the means difference is significant at the 0,05 level.
Sig equals 0 indicates that the means difference is not significant at the 0,05 level.

Homogeneity of Variance Test
Levene's Test(Absolute Deviations)
DF = Sum of Squares = Mean Square F Value @ Prob>F
Model 4 1,23141E-4 3,07852E-5 2,17706 0,14519
Error 10 1,41407E-4 1,41407E-5

At the 0.05 level, the population variations are not significantly different.
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ANEXO 5. Analise estatistica do crescimento do fungo endofitico Pestalotiopsis sp., no meio
BD, em diferentes tratamentos.

ANOVAOneWay (25-08-2009 18:28:10)
Descriptive Statistics

Sample Size Mean Standard Deviation = SE of Mean

ClaroSAgit 3 0.934 1E-3 5,7735E-4
EscSAgit 3 097267 0,00153 | 8,81917E-4
ClaroCAgit 3 092933 0,00503 0,00291
EscCAgit 3 0.962 0,01039 0,006

One Way ANOVA
Overall ANOVA

DF = Sum of Squares = Mean Square F Value Prob>F
Model 3 0,00402 000134 | 39,21626 3,93975E-5
Error 8 2,73333E-4 3,41667E-5
Total | 11 0.00429

Null Hypothesis: The means of all levels are equal
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different
At the 0.05 level, the population means are significantly different.

Fit Statistics
R-Square CoeffVar RootMSE Data Mean

0,93633  0,00616  0,00585 0,9495
Means Comparisons
Tukey Test
MeanDiff SEM q Value Prob Alpha @ Sig LCL ucL
EscSAgit ClaroSAgit 0,03867 0,00477 1145766 1,84939E-4 0,05 1 0,02338  0,05395
ClaroCAgit ClaroSAgit -0,00467 0,00477  1,38282 0,76558 | 0.05 0 -0,01995 0,010862
ClaroCAgit EscSAgit -0,04333 0,00477 12,84048 8,04913E-5 0.05 1 -0,05862 -0,02805
EscCAgit ClaroSAgit 0,028 0,00477  8,29693 0,00168 | 0.05 1 001272 0,04328
EscCAgit EscSAgit -0,01067 0,00477  3,16073 0,19344 | 0.05 0 -0,02595 0,00462
EscCAgit ClaroCAgit 0,03267 0,00477  9,67975 5,99896E-4  0.05 1 0,01738 0,04795

Sig equals 1 indicates that the means difference is significant at the 0,05 level.
Sig equals 0 indicates that the means difference is not significant at the 0,05 level.

Homogeneity of Variance Test
Levene's Test(Absolute Deviations)
DF = Sum of Squares Mean Square F Value  Prob>F
Model 3 1,0163E-4 3,38765E-5 7,06306 0,01226
Error 8 3,83704E-5 4,7963E-6

At the 0.05 level, the population variations are significantly different.
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ANEXO 6. Analise estatistica do antagonismo dos fungos endofiticos isolados de
Caesalpinia echinata frente ao fitopatogeno Pythium debaryanum.

ANOVAOneWay (22-07-2009 16:04:51)
Descriptive Statistics

Sample Size Mean Standard Deviation SE of Mean
B. rhodina 5 1,62 0,17889 0,08
CeAdf 5 3.4 0.18708 0,08367
CeAulF1 5 2.3 0,07071 0,03162
CeAuzF3 5 272 0,10954 0,04899
CeAUuzF4 5 24 0,07071 0,03162
PestaAU2 5 1,7 0,07071 0,03182
Pythium 5 356 0.11402 0,05099
Xylaria 5 1,78 0.43243 0,19339
One Way ANOVA
Means Comparisons
Tukey Test
MeanDiff SEM g Value Prob Alpha Sig LCL ucL
CeA9f B.rhodina 1,78 0,12124 | 20,76234 0 0,05 1 1,38726  2,17275
CeAulF1 B.rhodina 0,68 0,12124 7,93168 8,4188E-5 0,05 1/ 028725 107275
CeAulF1 CeA9f -1,1 012124 | 12,83066  9,56665E-8 0,05 1 -1,49275 -0,70725
CeAu2F3 B.rhodina 1,1 0,12124 | 12,83066 9,56665E-8 0,05 1 0,70725 1,49275
CeAu2F3 CeASf -0.68  0,12124 7,93168 8.4188E-5 0,05 1 -1,07275 | -0,28725
CeAu2F3 CeAulF1 042 012124 4,89898 0.02927 0,05 1 002725 081275
CeAu2F4 B.rhodina 078 012124 9,0981 8,0304E-6 0,05 1 038725 1,17275
CeAuU2F4 CeA9f -1 0,12124 11,66424 | 1,50322E-7 0,05 1 -1,39275 -0,60725
CeAu2F4 CeAuiF1 0.1 012124 1,16642 0,99031 0,05 0 -0,29275  0,49275
CeAu2F4 CeAu2F3 -0.32 0 0.12124 3,73256 0,17919 0,05 0 -0,71275 0,07275%
PestaAU2 B. rhodina 0.08 012124 0,93314 0,99751 0,05 0 -0,31275 047275
PestaAU2 CeASf 1.7 012124 19,8292 0 0,05 1 -2,09275 | -1,30725
PestaAU2 CeAulF1 06 012124 6,99854  550162E-4 0,05 1 -0,99275  -0,20725
PestaAU2 CeAu2F3 -1,02 012124 11,89752  1,30021E-7 0,05 1 -1,41275 | -0,62725
PestaAlU2 CeAu2F4 07 012124 8,16497 | 5,254B3E-5 0,05 1 -1,09275 -0,30725
Pythium B. rhodina 1,94 0,12124 22,62862 7,74337E-9 0,05 1 1,54725 2,33275
Pythium CeA9f 0,16 0,12124 1,86628 0,88461 0,05 0 -0,23275 0,55275
Pythium CeAu1F1 1,26 0,12124  14,69694 0 0,05 1/ 086725 165275
Pythium CeAu2F3 0,84 0,12124 9,79796 2,0478E-6 0,05 1 044725 1,23275
Pythium CeAu2F4 1,16 0,12124 13,53051  8,69993E-8 0,05 1 0767256  1,55275
Pythium PestaAlU2 1,86 0,12124 21,69548 7,3096E-9 0,05 1 1,46725 2,25275
Xylaria B.rhodina 0,16 0,12124 1,86628 0.88461 0,05 0 -0,23275 065275
Xylaria CeA9Sf -1,62 0,12124 18,89606 0 0,05 1 -2,01276  -1,22725
Xylaria CeAu1F1 -0.52 0,12124 6,0654 0.00344 0,05 1 -0,91275 -0,12725
Xylaria CeAu2F3 -0,94  0,12124  10,96438 3,00011E-7 0,05 1 -1,33275 | -0,54725
Xylaria CeAu2F4 -0.62  0,12124 7.23183 | 3,44914E-4 0,05 1 -1,01275 | -0,22725
Xylaria PestaAl2 0.08 0.12124 0.93314 0.99751 0.05 0 -0.31275 0.47275
Xylaria Pythium -1,78  0,12124  20,76234 0 0,05 1 -2,17275 | -1,38725

Sig equals 1 indicates that the means difference is significant at the 0,05 level.
Sig equals 0 indicates that the means difference is not significant at the 0,05 level.

Homogeneity of Variance Test

Levene's Test(Absolute Deviations)
DF Sumof Squares Mean Square F Value Prob>F
Model 7 0.36316 0.05188& 5188 5,02676E-4
Error | 32 0,32 0,01

Atthe 0.05 level, the population variations are significantly different.
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ANEXO 7. Analise estatistica do antagonismo dos fungos endofiticos isolados de
Caesalpinia echinata frente ao fitopatogeno Phytophthora palmivora.

ANOVAOneWay (24-08-2009 11:40:32)
Descriptive Statistics

Sample Size Mean Standard Deviation = SE of Mean

CeAu2F4 5 1 0,07071 0,03162
Xylaria 5 1,24 0,16733 0,07483

B. rhodina 5 1,62 0,32711 0,14629
PestaAlU2 5 1.8 0,07071 0,031862
CeA9f 5 34 0.15811 0.07071
Phyiopal 5 4 0.,12247 0,05477

One Way ANOVA

Fit Statistics

R-Square Coeff Var RootMSE Data Mean
0,98074 0,08067 0,1755¢9 2,17667

Means Comparisons

Tukey Test
MeanDiff SEM q Value Prob Alpha | Sig LCL UCL

Xylaria CeAu2F4 2,24 0,111086 3,05623 029165 0,05 0 -0,10338 058338
B. rhodina CeAu2F4 0.62 0.111086 7.89526  1.26441E-4 0.05 1 027662 0.96338
E. rhodina Xylaria 0,38 0,11106 4,83903 0.02408 0,05 1 0,03662 | 0,72338
PestaAU2 CeAu2F4 08 0,11106 10,18743 2,58581E-6 0,05 1 045662 1,14338
PestaAU2 Xylaria 0,56 0,11106 71312 4,79627E-4 0,05 1 021662 | 0,90338
PestaAU2 B. rhodina 2,18 | 0,11106 2,29217 059333 0,05 0 -0,16338 0,52338
CeA9f CeAu2F4 24 011106 30,5623 1,70604E-8 0,05 1 2058662 | 274338
CeA9f Xylaria 2,16 0,11106 27,50607 1,37543E-7 0,05 1 1,81662 2,50338
CeAsf B. rhadina 1,78 011106 2266704 1.17621E-7 0.05 1 143662 212338
CeASf PestaAlU2 1,6 011106 20,37487 2,949E-8 0,05 1 125662 1,94338
Phytopal CeAu2F4 3| 011106 38,20287 8,65182E-9 0,05 1 265662 3,34338
Phytopal Xylaria 2,76 | 011106 35,14664 1,18432E-8 0,05 1 241662 3,10338
Phytopal B. rhodina 2,38 011106 30,30761 1,73527E-8 0,05 1 203662 2,72338
Phytopal PestaAU2 22 011106 28,01544 1.393E-7 0,05 1 185662 | 254338
Phytopal CeA9f 06 0,11108 7,64057  1,96969E-4 0,05 1 0,25662  0,94338

Sig equals 1 ndicates that the means difference is significant at the 0,05 level.
Sig equals 0 indicates that the means difference is not significant at the 0,05 level.

Homogeneity of Variance Test
Levene's Test(Absolute Deviations)
DF = Sum of Squares = Mean Square F Value = Prob>F
Model 5 0,17408 0,03482 4,40709 0,00547
Error 24 0,1896 0,007¢

At the 0.05 level, the population varations are significantly different.
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ANEXO 8. Analise estatistica do antagonismo dos fungos endofiticos isolados de
Caesalpinia echinata frente ao fitopatdogeno Rhizoctonia solani.

ANOVAOneWay (24-08-2009 16:53:27)
Descriptive Statistics

Sample Size Mean | Standard Deviation SE of Mean

Xylaria 5 0986 0,11402 0,05099

B. rhodina 5 o028 0,14832 0,08633
CeAulF1 5 068 0.13038 0.05831
PestaAU2 5 0.9 0,07071 0,03162
Rhizosola 5 1.3 0,12247 0,05477

One Way ANOVA
Overall ANOVA

DF Sumof Squares Mean Square F Value Prob=F
Model 4 29336 0.7334 50,93056 3,2945E-10
Error | 20 0,288 0.0144
Total 24 3,2216

MNull Hypothesis: The means of all levels are equal
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different
At the 0.05 level, the population means are significantly different.

Fit Statistics
R-Square Coeff Var Root MSE Data Mean

09106 0.16129 0,12 0,744
Means Compariscns
Tukey Test
MeanDiff SEM q Value Prob Alpha Sig LCL UCL
B. rhodina Xylaria -0,28 007589 521749 0,01126 0.05 1 -0,50711 -0,05289
CeAulF1 Xylaria 0,12 0,07589  2,23607 0,52544 0,05 0 -0,10711  0,34711
CeAulF1 B. rhodina 04 0,07589  7,45356 321408E-4 0,05 1 017289 0,62711
PestaAU2 Xylaria 0.34 0.07589 6.33553 0.00191 0.05 1 0.11289 0.56711
PestaAU2 B. rhodina 0,62 0,07589 1155302 7,62697E-7| 0,05 1 039289 0,84711
PestaAU2 CeAuiF1 0,22 0,07589  4,09946 0,06046 0,05 0 -0,00711 044711
Rhizoscla Xylaria 0,74 0,07589 13,78909 5,81818BE-8| 0,05 1 051289 096711
Rhizosola B. rhodina 1,02 007589 19,00658 1,64547E-8 0,05 1 079289 1,24711
Rhizosala CeAu1F1 062 0,07589 1155302 7.62697E-7 0,05 1 039289  0.84711
Rhizosola PestaAU2 04 007589  7,45356 3,21408E-4 0,05 1 0,17289 0,62711

5ig cquals 1 indicates that the means difference is significant at the 0,05 level.
3ig equals 0 indicates that the means difference is not significant at the 0,05 level.

Homogeneity of Variance Test
Levene's Test(Absolute Deviations)

DF Sum of Squares Mean Square F Value Prob=F
Model 4 0,01382 0,00346 | DAB354 0,61159

Error 20 0,10112 0,00506

At the 0 0& level, the population variations are not significantly different
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ANEXO 9. Anadlise estatistica do antagonismo dos fungos endofiticos isolados de
Caesalpinia echinata frente ao fitopatogeno Phomopsis sp.

ANOVAOneWay (25-08-2009 18:05:54)
Descriptive Statistics

Sample Size  Mean Standard Deviation | SE of Mean

B. rhodina 5| 038 0,10954 0,04899
Xylaria 5 264 0,08944 0,04
PestaAU2 5 1.6 0,07071 0,03162
Phomopsi 5 4.6 0,07071 0,03162

One Way ANOVA
Overall ANOVA

DF  Sum of Squares = Mean Square F Value Prob>F |
Model 3 47,9095 15,96983 212931111 0
Error 16 0,12 0,0075
Total 19 48,0295 |
RNull Hypothesis: The means of all levels are equal
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different
At the 0.05 level, the population means are significantly different.
Fit Statistics
R-Square Coeff Var Root MSE | Data Mean
0,9975  D,03757 0,0866 2,305
Means Comparisons
Tukey Test
MeanDiff SEM q Value Prob Alpha = Sig LCL UCL
Xylaria B. rhodina 2,26 0.05477 58,35295 1,43401E-7 0,05 1 2,1033 | 24167
PestaAU2 B. rhodina 1,22 0.05477 31,50028 0 0,05 1 1,0833 1,3767
PestaAU2 Xylaria -1,04  0,05477 26,85268 0 0,05 1 -1,1967 -0,8833
Phomopsi B. rhodina 4,22 0.05477 | 108,95993 0 0,05 14,0633 44,3767
Phomopsi Xylaria 1,96 0.05477 50,60698 0 0,05 1 1,8033 2,1167
Phomopsi PestaAU2 3 0.05477 77.45967 0 0.05 1 2,8433 | 3,1567

Sig equals 1 indicates that the means difference is significant at the 0,05 level.
Sig equals 0 indicates that the means difference is not significant at the 0,05 level.

Homogeneity of Variance Test
Levene's Test(Absolute Deviations)
DF = Sum of Squares  iiean Square F Vaiue | Prob=F
Model 3 0,01112 0,00371 1,85333 0,17823
Error 16 0,032 0,002

Atthe 0.05 level, the population variations are not significantly different.
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ANEXO 10. Analise estatistica do antagonismo dos fungos endofiticos
Caesalpinia echinata frente ao fitopatogeno Colletotrichum gloeosporioides.

ANOVAOneWay (24-08-2009 16:31:18)

Descriptive Statistics

1solados de

Sample Size Mean Standard Deviation SE of Mean
Xylaria 5 1,12 0,08367 0,03742
B. rhodina 5 0.4 0,24495 0,10954
CeAulF1 5 2,34 0,13416 0,06
CeAu2F4 5 1,7 0,07071 0,03162
Colletoglo 5 3.58 0,08367 0.03742
One Way ANOVA
Overall ANOVA
DF Sum of Squares Mean Square F Value Prob>F
Model 4 29,4424 7.3606 | 379,41237 0
Error 20 0,388 0.0194
Total 24 29,8304
MNull Hypothesis: The means of all levels are equal
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different
At the 0.05 level, the population means are significantly different.
Fit Statistics
R-Square Coeff Var Root MSE Data Mean
0.98699 0,07619 0,13928 1,828
Means Comparisons
Tukey Test
MeanDiff SEM q Value Prob Alpha = Sig LCL UcL
B. rhodina Xylaria -0,72 0,08809 11,6589 | 7,56747E-7 0,05 1 -0,9836 -0,4564
CeAu1F1 Xylaria 1,22 | 0,08809  19,58592 1,76631E-8 0,05 1 0,9564  1,4836
CeAu1F1 B. rhodina 1,94 | 0,08809  31,14482 0 0,05 1 16764  2,2036
CeAu2F4 Xylaria 0.58 0,08809 9,31134 | 1,84475E-5 0,05 1 0,3164  0,8436
CeAu2F4 B. rhodina 1,3 008809 20,87024 2,14327E-7 0,05 1 1,0364  1,5636
CeAu2F4 CeAuiF1 -0.64 008809 1027458 4,48736E-6 0.05 1 -0,9036 -0,3764
Colletoglo Xylaria 246 008809 3949292 0 0.05 1 21964 27236
Colletoglo B. rhodina 3,18 0,08809 51,05182 0 0,05 1 29164 3,4436
Colletoglo CeAulF1 1,24 0,08809 19,907 2,03732E-7 0,05 1 09764 1,5036
Colletoglo CeAu2F4 1,88 0,08809 30,18158 0 0,05 1 16164  2,1436
Sig equals 1 indicates that the means difference is significant at the 0,05 level.
Slg equals 0 indicates that the means difference is not 5|gn|ﬂcam at the 0,05 level.
Homogeneity of Variance Test
Levene's Test(Absolute Deviations)
DF  Sum of Squares = Mean Square F Value  Prob>F
Model 4 0.08128 0,02032  5,32495 0,00437
Error 20 0.07632 0,00382

At the 0.05 level, the population variations are significantly different.
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PestABF5 Xylaria 1,14 0,08803 18,3134 0 0,05
PestABFS B. rhedina 2,02 0,08803| 3245006 0 0,05
PestA8F5 CeAu2F3 1 0,08803| 16,06439 0 0.05
PestA8F5 CeAu2F4 1.3 | 0,08803 20,8837 6,88672E-9 0,05

PestABF5 CeASf 0.3 0.08803 4,81932 0,03355 0.05
PestABF5 PestaAU2 1,9 0,08803| 30,52233 9,34589E-9 0,05

085483  1,42517
173483 2,30517
071483  1,28517
101483  1.68517
0.01483  0.,58517
161483  2,18517

ANEXO 11. Analise estatistica do antagonismo dos fungos endofiticos
Caesalpinia echinata frente ao fitopatogeno Pestalotiopsis sp.
ANOVAOneWay (24-08-2009 16:09:40)
Descriptive Statistics
Sample Size | Mean | Standard Deviation SE of Mean
Xylaria 5 2,36 0.21909 0.09793
B. rhodina 5 1.48 0.04472 0,02
CeAu2F3 5 25 0,07071 0.03162
CeAu2F4 5 22 0.12247 0,05477
CeAdf 5 3.2 0,07071 0.03162
PestaAU2 5 1.6 0,15811 0,07071
CeAu2F1 5 3.2 0,07071 0.03162
PestABFS 5 3.9 0,22361 0,1
One Way ANOVA
Overall ANOVA
DF Sum of Squares Mean Square F Value Prob>F
Model =~ 7 19,699 281414 | 14524608 0
Error 32 0,62 0,01937
Total 39 20,319
Null Hypothesis: The means of all levels are equal
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different
At the 0.05 level, the population means are significantly different.
Fit Statistics
R-Square Coeff Var Root MSE Data Mean
0,96949  0,05557 0,13919 2,505
Means Comparisons
Tukey Test
MeanDiff SEM q Value Prob Alpha | Sig LCL ucL
B. rhodina Xylaria -0,88 | 0,08803 | 14,13666 0 005 1 -1,16517 -0,59483
CeAu2F3 Xylaria 0,14 | 0,08803 2,24901 0,75237 0.05 0 -0,14517  0.,42517
CeAu2F3 B.rhodina 1,02 0,08303| 16,38367 0 0,05 1 0,73483  1,30517
CeAu2F4 Xylaria -0,16 | 0,08803 2,5703 0,61345 0.05 0 -044517  0,12517
CeAu2F4 B. rhodina 0,72 008803 1156638 1,61682E-7 0,05 1 043483  1,00517
CeAu2F4 CeAu2F3 -0,3 | 0,08803| 4.,81932 0,03355 0,05 1 -0,58517 -0,01483
CeA9f Xylaria 0,84 008803 1349408 8,73316E-8 0,05 1 055483  1.12517
CeA9f B. rhodina 1,72 | 0,08803 | 27,63074 1,69818E-6 0,05 1 143483  2,00517
CeAIT CeAu2F3 0,7 008803 1124507 2,16718E-7 0.05 1 041483  0,98517
CeASf CeAu2F4 1 0.08303| 16,06439 0 0.05 1 071483  1,28517
PestaAU2 Xylaria -0,76 0,08803 12,20893 1,12832E-7 0,05 1 -1,04517 -0.47483
PestaAU2 B. rhodina 0,12 | 0,08803 1,92773 0.,86681 0.05 0 -0,16517  0.,40517
PestaAU2 CeAu2F3 -0.9 | 0,08803 | 1445795 0 005 1 -1,18517 -0.61483
PestaAU2 CeAu2F4 -0.6 0,08803| 9.63863 2,70948E-6 0,05 1 -0,88517 -0,31483
PestaAU2 CeA9f -1,6 | 0,08803 | 2570302 3,24388E-7 0,05 1 -1.88517 -1.31483
CeAu2F1 Xylaria 0,84 008803 1349408 8,73316E-8 0,05 1 055483  1,12917
CeAu2F1 B. rhodina 1,72 0.08803| 2763074 1,69818E-6 0.05 1 143483  2,00517
CeAu2F1 CeAu2F3 0,7 008803 1124507 2,16718E-7 0,05 1 041483  0,98517
CeAu2F1 CeAu2F4 1 0.08803| 16.06439 0 0.05 1 071483  1,28517
CeAu2F1 CeAdf 0 0,08803 0 1005 0 -0,28517  0.28517
CeAu2F1 PestaAU2 1,6 008803 2570302 3,24388E-7 0,05 1 1,31483  1,88517
1
1
1
1
1
1
1

PestA8F5 CeAu2F1 0,3 0.,08803 4,81932 0,03355 0.05

001483  0,58517

Sig equals 1 indicates that the means difference is significant at the 0,05 level.
Sig equals 0 indicates that the means difference is not significant at the 0,05 level.

Homogeneity of Variance Test
Levene's Test(Absolute Deviations)

DF Sum of Squares Mean Square = F Value  Prob>F
Model 7 0,11324 0,01618 237724 0,04471

Errer 32 0,21776 C.0088 |

Allhe 0.03 level, the popualalion varialivns are synilicanly dilferenl.

1solados

de
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