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RESUMO

NAVA, Francine Falcdo de Macedo. Controle de fitopatogenos por fungos endofiticos
de aroeira: a¢do de um isolado de Diaporthe sobre Fusarium graminearum. 99 f.
Dissertagdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo,
2020.

O sistema agricola necessita de revisdo e aprimoramento constantes dos métodos
de controle de fitopatdgenos, uma vez que a resisténcia genética € o uso de agrotdxicos
perdem eficiéncia de inibicdo do desenvolvimento dos agentes etiologicos de doengas.
Microrganismos como os endofiticos de plantas medicinais com bioatividade podem ser
alternativa para este controle. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi
prospectar fungos endofiticos de Schinus terebinthifolius (aroeira) quanto a capacidade
de controlar o crescimento de fitopatdgenos. Para a selecdo do microrganismo mais
promissor foi realizado um screening com 15 endéfitos por teste de cultura pareada
contra os patogenos Fusarium graminearum, Pyrenophora tritici-repentis ¢ Phomopsis
sojae. Os quinze fungos apresentaram atividade antifungica e endofitos do género
Diaporthe reduziram de forma significativa o crescimento dos trés patogenos. O isolado
de Diaporthe LGMF694 foi selecionado como o mais promissor dentre os isolados
avaliados. Portanto, a partir dele foram obtidos extratos metanolicos brutos que tiveram
a bioatividade de controle do desenvolvimento de F. graminearum testada in vitro por
difusdo em agar e in vivo por testes em sementes de trigo. Um dos extratos brutos do
Diaporthe LGMF694 manteve a inibi¢do do crescimento micelial do patogeno em
54,48% apds 96 horas de contato. O fungo endofitico foi identificado através de andlise
multilocus das regides do espacador interno transcrito (ITS), e de parte dos genes do
fator de elongacdo da traducdo 1-a (TEF1), da B-tubulina (TUB), da histona H3 (HIS) e
da calmodulina (CAL), como Diaporthe infecunda. Este estudo evidenciou a atividade
antagonica de fungos endofiticos de aroeira sobre fitopatdgenos, principalmente do
género Diaporthe, sendo o extrato bruto do isolado LGMF694 capaz de controlar o
crescimento micelial de F. graminearum in vitro. Assim, tanto os fungos endofiticos

quanto os compostos responsaveis por sua bioatividade apresentam potencial



biotecnolédgico a ser explorado pela industria de produtos bioldgicos e de fungicidas

sintéticos.

Palavras-chave: 1. Atividade antifingica. 2. Bioprospeccao. 3. Schinus terebinthifolius.
4. Diaporthe infecunda. 5. Fusarium graminearum.



ABSTRACT

NAVA, Francine Falcdo de Macedo. Control of plant pathogens by endophytic fungi
from aroeira: action of a Diaporthe isolate against Fusarium graminearum. 99 f.
Dissertation (Masters in Agronomy) — University of Passo Fundo, Passo Fundo, 2020.

Control methods of plant pathogens should be reviewed and improved in view of
genetic resistance and the low efficiency of pesticides. Microorganisms such as, medicinal
plants endophytes with antagonistic activity are an alternative for this control. Thus, the
objective of the present study was to prospect endophytic fungi obtained from Schinus
terebinthifolius with the ability to reduce the growth of plant pathogens. The screening of
antifungal potential of fifteen endophytic isolates against Fusarium graminearum, Pyrenophora
tritici-repentis and Phomopsis sojae was assessed by dual culture method. All of them showed
antifungal activity, and Diaporthe significantly reduced the growth of the three pathogens.
Diaporthe LGMF694 isolate was selected as the most promising among the isolates evaluated.
Hence, methanolic crude extracts were obtained and evaluated for F. graminearum development
control in vitro by diffusion on agar and in vivo by tests with wheat seed. One of the extracts
from Diaporthe LGMF694 inhibited pathogen growth in vitro by 54.48% after 96 hours of
contact. The endophytic fungus was identified as Diaporthe infecunda. through multilocus
analysis of internal transcribed spacer (ITS) region, and partial translation elongation factor 1-
alpha (TEF1), beta-tubulin (TUB), histone H3 (HIS) and calmodulin (CAL) genes. This study
showed the antagonistic activity of endophytic from S. terebinthifolius, mainly Diaporthe,
against the phytopathogens. Diaporthe infecunda. LGMF694 crude extract has the ability to
control the mycelial growth of F. graminearum in vitro. Thus, both the endophytic fungi of S.
terebinthifolius and their crude extracts have biotechnological potential to be explored by
biological products and synthetic fungicides industries.

Key words: 1. Antifungal activity. 2. Bioprospecting. 3. Schinus terebinthifolius.
4. Diaporthe infecunda. 5. Fusarium graminearum.
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1 INTRODUCAO

O controle de doencas nas culturas agricolas € realizado principalmente pelo
emprego de agrotoxicos e pelo uso de cultivares resistentes, que, por vezes, siao
ferramentas inexistentes ou que tornam-se ineficientes. Uma das causas desta condi¢ao
esta relacionada ao fato de que o modelo agricola utiliza fungicidas de forma
indiscriminada e em larga escala, o que leva ao desenvolvimento de resisténcia desses
microrganismos aos mecanismos de agdo disponiveis. Ainda, a ndo existéncia de
cultivares com resisténcia completa e a presenga de determinadas ragas fisiologicas dos
patogenos agravam o quadro e inviabilizam o controle de algumas doengas. Os
fitopatogenos Fusarium graminerum, Pyrenophora tritici-repentis € Phomopsis sojae
sdo agentes etiologicos de doencas de plantas e apresentam casos de resisténcia a
ingredientes ativos fungicidas, ragas fisioldgicas, estruturas de sobrevivéncia eficientes
e/ou sobrevivéncia em restos culturais e, por isso, sao de dificil controle. Dessa forma, a
revisdo e o aprimoramento dos métodos de inibigdo de seu desenvolvimento sdo
frequentes objetos de pesquisas, assim como a necessidade de aplicagdo das novas

alternativas.

A prospeccao de recursos naturais com potencial biotecnoldgico ¢ uma estratégia
promissora para o controle de doengas, principalmente se for considerada a vasta
biodiversidade brasileira. Neste contexto, os microrganismos, dentre eles os endofiticos,
apresentam capacidade de controlar fitopatdogenos atuando por indugdo de resisténcia do
hospedeiro, pela antibiose de metabolitos, pela competicdo por subsisténcia e por
micoparasitismo. Dos mecanismos de controle induzidos pelos endofitos, a produgao de
compostos bioativos € uma via atrativa aos pesquisadores pelo potencial de aplicacdo
biotecnoldgica que seus resultados podem gerar. Vale destacar que pesquisas desse

ambito realizadas no meio académico encurtam e reduzem riscos para as industrias no



processo de desenvolvimento e producdo de novas estratégias de controle de doencas,

sendo também de relevancia para extensao universitaria.

Neste sentido e sabendo do potencial de produgdo de compostos com atividade
antimicrobiana tanto de aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) como dos seus
endofitos, teve-se por objetivo com esta dissertacdo prospectar fungos endofiticos de
aroeira com capacidade de controlar o crescimento de fitopatégenos. De modo a
verificar se esses microrganismos inibem o crescimento micelial de Fusarium
gramineram, Pyrenophora tritici-repentis ¢ Phomopsis sojae ¢ avaliar se o extrato do
fungo mais promissor apresenta capacidade de controlar o desenvolvimento de F.
graminearum in vitro € em sementes de trigo. Ainda, teve-se o objetivo de realizar a
identificagdo multilocus do fungo endofitico com maior potencial de controle do

crescimento dos fitopatdgenos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Nesta revisao serao apresentados conceitos relacionados ao controle de doencgas
de plantas, aos fitopatégenos utilizados neste estudo, as principais formas de controle
destes agentes etioldgicos e seus entraves. Em seguida serdo abordados aspectos sobre
endofitos, as possibilidades de emprego como agentes de controle biologico de
fitopatogenos, seu uso em estudos de bioprospeccgdo, e informagdes sobre fungos

endofiticos de Schinus terebenthifolius e do género Diaporthe.

2.1  Controle de doencas de plantas

Doenga de planta ¢ um fendmeno biolégico que se dd por interferéncia
prejudicial em processos fisioldgicos que levam a planta a um desempenho anormal de
fungdes vitais. O foco do estudo da fitopatologia ¢ em doengas bidticas, ou seja,
causadas por organismos transmissiveis que estabelecem relacdo de parasitismo com as

plantas, os fitopatogenos (REZENDE et al., 2011).

Controlar uma doenca ¢ impedir que ela cause prejuizos. Na area agrondmica, o
objetivo desse controle ¢ manter a cultura lucrativa. Isso pode ser feito através de
prevengao e/ou de tratamento curativo que reduz(em) a incidéncia e/ou a severidade da
patogénese, consequentemente diminuem os danos e perdas (KIMATI; BERGAMIN-
FILHO; AMORIM, 2011).

Os principios de controle de doengas sdo exclusdo, erradicagdo, protecao,
imunizacdo, terapia, regulacdo e evasao (KIMATI; BERGAMIN-FILHO; AMORIM,
2011). Eles sao empregados através dos métodos de controle classificados em

regulatorio, cultural, biolédgico, fisico e quimico (AGRIOS, 2005, p. 294).



2.1.1 Fitopatégenos Fusarium graminearum, Pyrenophora tritici-repentis e
Phomopsis sojae

O fitopatdgeno Fusarium graminearum causa a doenga conhecida como giberela
no trigo (Triticum aestivum), um problema para o cultivo deste cereal em diversos
paises com consequente elevada perda economica (REIS; CASA, 2005). A infeccdo das
sementes ocorre principalmente na inflorescéncia do trigo durante a antese por estimulo
presente nas anteras (PARRY; JENKINSON; McLEOD, 1995). A sintomatologia
(Figura 1) ¢é caracterizada por descoloragdo da espigueta, onde pontuagdes alaranjadas
que escurescem com o tempo sdo verificadas, hd desordem das aristas e colonizagdo de

toda espiga através da raquis (REIS; CASA, 2005).

O principal problema associado a essa doenga ¢ a presenca de micotoxinas, como
a deoxinivalenol (DON), que tornam os alimentos prejudiciais a alimentacdo humana e
animal (PARRY; JENKINSON; McLEOD, 1995). O fungo sobrevive em sementes, em
restos culturais e/ou em hospedeiros alternativos, sendo de dificil controle e de elevado
dano econdémico (CASA et al., 2004). Além disso, a presenca do fungo em sementes
também pode servir como in6culo primario para podriddo comum das raizes do trigo
devido a passagem do patogeno para outras partes da planta, como colo, haste e raiz
primaria (GARCIA JUNIOR et al., 2008). Uma vez presentes na lavoura os respingos
de chuva nos restos culturais onde estdo os peritécios tornam-se uma forma de

disseminagdo do patogeno (REIS; CASA, 2005).

Figura 1 - Sintomas de giberela (Fusarium gramineaum) em trigo
g : b

Fonte: Tibola, C.S. Embrapa Trigo, 2013.
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O fungo Pyrenophora tritici-repentis ¢ o agente causal da mancha-amarela-do-
trigo, que pode ocorrer em todas as fases da cultura, principalmente na fase adulta. Os
sintomas (Figura 2) sdo caracterizados por lesdes que se iniciam por pontuagdes escuras
e evoluem para necroses marrons com halo amarelo, caracteristicos da producdo de
fitotoxinas que conferem patogenicidade ao fungo (REIS; CASA, 2005). J& foram
descritas oito ragas fisiologicas deste fungo, com capacidade de causar danos relevantes
de rendimento por todo o mundo (LAMARI et al., 2003). Além disso, os conidios sdo
levados a longas distancias pelo vento (REIS; CASA, 2005) e os ascosporos sobrevivem
em restos culturais, servindo como fonte de indculo da doenga (JORGENSEN; OLSEN,
2007).

Figura 2 - Sintomas de mancha-amarela-do-trigo (Pyrenophora tritici-repentis) em trigo

Fonte: Santana, F. Embrapa Trigo, 2018.

O fitopatégeno Phomopsis sojae € o agente causal da seca-da-haste e da vagem
de soja (Figura 3), afetando a qualidade da semente, que ¢ o meio de dispersdo para
areas livres da doenca (BALDUCCHI; MCGEE, 1987). Esse fungo ¢ capaz de suprimir
a produgdo, causar senescéncia prematura, reduzir a qualidade da semente pela reducao
na germinacdo e diminuir a qualidade do 6leo proveniente do grio processado pela
industria (SINCLAIR, 1993; MERILES et al., 2004). Praticas de manejo devem ser
adotadas para seu controle devido a sobrevivéncia do fungo em restos culturais e ampla

gama de hospedeiros (ALMEIDA et al., 2001).
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Figura 3 - Sintomas de seca-da-haste e da vagem (Phomopsis sojae) em soja

Fonte: Embrapa Soja, 2005.

2.1.2 Meétodos de controle dos fitopatégenos Fusarium graminearum, Pyrenophora
tritici-repentis e Phomopsis sojae

O uso de cultivares resistentes para controle de giberela (F. graminearum) ¢
amplamente relatado e muitos sdo os esfor¢os na busca por genes e pela identificagdo de
l6cus quantitativos, porém caracteristicas agronomicas, de qualidade e de resisténcia sdo
controladas por poligenes e a selecdo simultdnea ainda ¢ dificil (JIA et al., 2018).
Assim, a eficiéncia deste método de controle ¢ limitada pelo surgimento de ragas
fisiologicas que superem a resisténcia genética e por ndo existirem cultivares com
resisténcia completa (DEUNER et al., 2015). No caso de P. tritici-repentis, genotipos
de trigo resistentes a raca 1 ja foram implantados nos Estados Unidos, entretanto, a
resisténcia apresentada foi de apenas 50 a 75% (LAMARI et al., 2003); no Brasil ainda
ndo ha cultivares resistentes a mancha-amarela-do-trigo disponiveis (REIS; CASA,
2005). J& para controle de P. sojae o emprego de cultivares resistentes tem sido

satisfatorio (COSTAMILAN et al., 2008).

Sao poucos os relatos de sucesso com a utilizagao de agrotdxicos para o controle
de giberela (PARRY; JENKINSON; McLEOD, 1995). Além disso, a aplicacdo de
agrotoxicos pode resultar no deposito de residuo quimico nos graos (KIMURA et al.,

2006). Mesmo para um produto eficiente no controle de giberela verificam-se
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problemas associados ao momento da aplicagdo aérea (PARRY; JENKINSON;
McLEOD, 1995). Para a mancha-amarela (P. tritici-repentis), o emprego do controle
quimico em larga escala ¢ a principal forma de controle da doenca, tanto como
tratamento de sementes como para aplicagdo aérea (REIS; CASA, 2005). Phomopsis
sojae tem sido controlado de forma eficaz com tratamento quimico das sementes,
rotagdo de culturas e adubacdo potassica (HENNING et al., 2014). O uso do controle
quimico no tratamento de sementes impede que o patdgeno cause danos nas plantulas
(PARRY; JENKINSON; McLEOD, 1995) e pode servir como forma de reduzir a
quantidade de inoculo na area, desta forma, a menor inicidéncia nas sementes pode
manter o peso dos graos, o rendimento e a altura das plantas geradas (GILBERT et al.,

2005).

Os tradicionais métodos de controle, dentre os quais estdo o uso de cultivares
resistentes e a aplicacdo de agrotoxicos, tém a capacidade de controlar doengas
gradativamente reduzida (PAL; GARDENER, 2006) devido, principalmente, a
resisténcia dos fungos fitopatogénicos aos agrotoxicos utilizados indiscriminadamente e
em larga escala (BARDIN et al., 2015) e ao surgimento de racas fisiologicas que
superam a resisténcia das cultivares (DEUNER et al., 2015). Além do fato de que as
medidas de controle baseadas na protecao quimica nem sempre sdo eficazes elas ainda
oneram o custo de producdo. Também, vale destacar que, ha necessidade de produtos
com alta toxidez contra o patogeno e estabilidade em condi¢des ambientais. O controle
baseado em resisténcia genética ndo onera custos como o controle quimico, entretanto

para que haja resisténcia a doencas, por vezes € necessario renunciar a produtividade e

ao valor comercial da cultivar (KIMATI; BERGAMIN-FILHO; AMORIM, 2011).

Tanto a dificuldade de controle utilizando agrotdxicos, quanto a eficiéncia
limitada do uso de resisténcia genética evidenciam a necessidade de busca por novas
alternativas de controle dos fitopatégenos. Neste contexto insere-se o controle
bioldgico, que faz uso de organismos antagonicos, dentre 0s quais 0S microrganismos
endofiticos (DAGAMAC et al., 2008) produtores de metabolitos com atividade contra
patogenos (NORILER et al., 2018) que podem revelar moléculas ainda ndo exploradas
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com a capacidade de atuar tanto no controle direto quanto na indugao de resisténcia dos

hospedeiros.

2.2 Endofitos

Endofitos sdo microrganismos que realizam pelo menos uma etapa de seu ciclo
vital em tecidos vegetais sem causar qualquer sintoma visivel (SAIKKONEN et al.,
1998). Eles residem em todas as partes da planta e podem esporular na senescéncia do
tecido (RODRIGUEZ et al., 2009). A associacdo de microrganismos endofiticos com
plantas terrestres ¢ datada de mais de 400 milhdes de anos (KRINGS et al., 2007) e ¢
baseada em uma relagdo de coevolugdo dos endofitos e das plantas caracterizada por
mutualismo (SAIKKONEN et al., 2004). Nessa interacdo ¢ possivel a transferéncia de
informacao genética entre hospede e hopedeiro, o endofito adapta-se ao hospedeiro que
lhe garante prote¢do e nutricdo, em contrapartida, o microrganismo protege as plantas
de agentes estressantes (STROBEL, 2003) de origem biotica (HEIJDEN;
HARTMANN, 2016) e abittica (SCHULZ et al., 2002).

Esses microrganismos podem ser transmitidos de uma planta a outra
horizontalmente ou de forma vertical, e a colonizagdo pode ser sistémica ou local
(SAIKKONEN et al., 1998). Sao divididos em endofitos clavicipitdceos, que infectam
algumas gramineas, e endofitos ndo clavicipiticeos, recuperados em plantas nado
vasculares, samambaias e semelhantes, coniferas e angiospermas (RODRIGUEZ et al.,
2009). No conceito de fungo endofitico caberiam ainda os patogénicos em periodo de
laténcia (SAIKKONEN et al., 1998). Acredita-se que os fungos endofiticos de plantas
lenhosas sao uma evolucdo dos fungos fitopatogénicos pela intima relacdo entre eles
(CHADHA et al., 2015), visto que um mesmo género fingico, como exemplo
Diaporthe, ¢ capaz de apresentar espécies endofiticas, saprofiticas e patogénicas para as
plantas (GOMES et al., 2013). Entretanto, através de andlises de genoma e
transcriptoma, ja foi demonstrado que, por mais que os fungos tenham conjuntos de
genes relacionados a patogenicidade estes respondem a sinais derivados das plantas, que

podem reprogramar a expressao dos genes fungicos (O’CONNELL et al., 2012).
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2.2.1 Endéfitos como agentes de controle biologico

Os microrganismos endofiticos desempenham funcdo na evolugdo e na
resisténcia a estresses da planta (YUAN; ZHANG; LIN, 2010). Como mutualistas que
conferem protecdo contra agressores biodticos, os endofitos podem auxiliar seus
hospedeiros de quatro maneiras principais: por indugao de resisténcia com elicitores que
ativam as defesas intrinsecas das plantas, quando competem por nutrientes e espaco
levando a exclusdo de outros organismos, através do parasitismo direto e do
antagonismo ou por antibiose de substancias nocivas aos patégenos (CARD et al.,
2016). A protecdo contra os patogenos pode ser o resultado do efeito combinado de
diferentes mecanismos de a¢do e de diversos géneros de endofitos (ROSENBLUETH;
MARTINEZ-ROMERO, 2006).

A resisténcia sistémica induzida pela presenga de endofitos é geralmente
associada a rota do acido jasmonico (AJ) e atua através do chamado priming ou “estado
de alerta”, em que o acumulo de fatores de transcri¢cdo ¢ de proteinas de sinalizacao nas
células ficam inativos at¢ um ataque (BASTIAS et al., 2017a; IASON; TAYLOR;
HELFER, 2018). Essa modifica¢do de defesa ¢ consequéncia de interagdes moleculares
que ocorrem durante o estabelecimento da simbiose entre a planta e o endodfito

(BASTIAS et al., 2017a).

Ha transcricdo reprogramada da planta quando em simbiose com endofitos,
como evidenciado na modificagdo de 38% dos genes de plantas de azevém (Lolium
perene var. lolii) quando colonizado pelo fungo Epichloé festucae, aumentando os
precursores de AJ (BASTIAS et al., 2017b) e na ativagdo de genes que demonstram
atividade de defesa sisttmica (WALLER et al., 2008). Além disso, pode ocorrer
aumento na expressao de proteinas relacionadas a patogénese, como PR2, PR6, PR15 e
PR16 (JI; GURURANI; CHUN, 2014); na atividade de enzimas como quitinase,
peroxidase, glucanase, celulase (YEDIDIA et al.,, 2000) fenilalanina amonia-liase,
polifenol oxidase, superoxido dismutase, peroxidase, ascorbato peroxidase e peroxidase
de guaiacol (SINGH; GAUR, 2017), lipoxigenase, catalase e aminociclopropano-
carboxilato-oxidase (CABANAS et al., 2014), e maior deposi¢do de lignina e de
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celulose (MEJIA et al., 2014). Estas respostas podem ser sistémicas, como evidenciado
pelo desencadeamento de respostas na parte aérea de oliveiras colonizadas por bactérias
nas raizes (CABANAS et al., 2014) e, também pela presenga de bactérias endofiticas
em porcdes de raizes separadas fisicamente das por¢des onde foi feita a inoculagao

destas (LIU et al., 2018).

Os endofitos sdo capazes de biossintetizar metabolitos secunddrios que atuam na
colonizagio das plantas (ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006) e podem
ser toxicos para insetos, patogenos (BASTIAS et al., 2017a) e algumas algas (TAN;
Z0U, 2001). Um dos grupos quimicos produzidos pelos endofitos e amplamente
relatado ¢ o dos alcaloides, com atividade de defesa contra fungos e insetos (ALY et al.,
2010). Também ha registro de producdo de esteroides, terpenoides (sesquiterpenos,
diterpenos, monoterpenos) derivados de isocumarina, quinonas, flavonoides,
fenilpropanoides e ligninas, peptideos, fenol e acidos fendlicos, compostos alifaticos,

metabolitos clorados e outros (TAN; ZOU, 2001).

A exemplo disso, metabolitos produzidos por Diaporthe ctf. heveae LGMF1631
inibiram em 90% o crescimento micelial de Phyllosticta citricarpa e em 70% de
Colletotrichum abscissum (NORILER et al., 2018). Compostos organicos volateis do
isolado LGMF1256 identificado como Muscodor brasiliensis sp. nov. isolado de
Schinus terebinthifolius inibiu em 100% o crescimento de Penicillium digitatum em
BDA e 77% em laranjas (PENA et al.,, 2019). Um extrato do fungo endofitico
Diaporthe terebinthifolii contendo compostos identificados como verbanol, alcool
feniletilico, hexadecanoato de metilo e isoverbanol foi eficaz no controle de Phyllosticta
citricarpa (TONIAL, 2017) e substancias possivelmente alelopaticos suprimiram a
proliferacdo de nematoides em lesdes radiculares (STURZ; KIMPINSKI, 2004). Os
endofitos podem ainda produzir compostos indutores de crescimento como o acido
indol-1,3-acético (AIA) e auxiliar na fixacdo de nitrogénio (SZILAGYI-ZECCHIN et
al., 2014).

No contato direto entre endofito e patdogeno pode haver o controle do

microrganismo no local de desafio entre ambos (ARNOLD et al., 2003), seja pelo
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parasitismo direto, em que deformidades no patéogeno podem ser observadas
(VINAYARANI; PRAKASH, 2018; PRETO et al.,, 2017) ou pela competigcdo
(RIBEIRO et al., 2018), mesmo sem a indu¢cdo de mecanismos de defesa, como
proteinas relacionadas a patogénese (SOUZA et al., 2008). A competicio e o
parasitismo direto requerem contato entre endofito e patdogeno, o que faz desses
mecanismos pouco frequentes, uma vez que o endofito e o patdgeno tem muito pouco
ou nenhum contato direto (CARD et al., 2016), mesmo com a dissemina¢do dos
endofitos pelos feixes vasculares para caules e folhas (JI; GURURANI; CHUN, 2014),
e pela atracdo dos mesmos por plantas que estdo sendo atacadas por patdgenos

(SESSITSCH; REITER; BERG, 2004).

A sobreposi¢do de antibiose, competicdo e parasitismo direto dificulta a
distingdo entre os mecanismos de controle de patdégenos por endofitos, mas representa a
complexidade do sistema de inibicdo (LATZ et al., 2018). Apesar desta divisdo didatica
em diferentes mecanismos, estes podem operar de forma combinada contra os
patogenos, a exemplo dos fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana e
Metarhizium brunneum que atuam por competicao e antibiose no controle de Fusarium

oxysporum, F. culmorum e F. moniliforme (JABER; ALANANBEH, 2018).

2.2.2 Bioprospecciao de metabolitos de endofitos

A busca por novos compostos, enzimas, extratos e principios ativos em diversas
fontes bioldgicas ¢ chamada de bioprospeccao (STROBEL; DAISY, 2003). A partir do
metabolismo secundario de microrganismos € possivel encontrar compostos com
atividade antiviral, anti-helmintica, inibidores enzimaticos, nutracéuticos, herbicidas,
inseticidas, antimicrobianos, entre outros compostos de interesse médico e agricola
(DEMAIN, 2014). As plantas e os microrganismos sdo importantes fontes de novas
moléculas para combater patdgenos, pois expressam moléculas bioativas de diferentes
grupos quimicos (SILVER, 2015). Na medicina, a bioprospecgao é responsavel por 75%
de novos compostos com atividade contra doengas infecciosas (DEMAIN, 2014), a

exemplo da penicilina isolada do fungo Penicillium por Fleming (FLEMING, 1941). Na
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area agricola, com ampla utilizacdo, tem-se as estrobilurinas, cujas substancias com
atividade fungicida (estrobilurina A e B) foram primeiramente isoladas do
basidiomiceto Strobilurus tenacellus (ANKE et al., 1977) e na sequéncia passaram a ser

produzidas de modo sintético para comercializagdo e uso agricola.

Os endofitos apresentam ampla capacidade para bioprospeccdo, sendo capazes
de fornecer novas solugdes para problemas antigos de resisténcia a compostos quimicos
pelos microrganismos (STROBEL; DAISY, 2003). Eles biossintetizam metabdlitos
secundarios, que, além de importantes para os processos de colonizagdo das plantas
(ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006), podem ser toxicos para insetos,
patogenos (BASTIAS et al., 2017a) e algumas algas (TAN; ZOU, 2001). Gramineas em
simbiose com endofitos sdo protegidas por alcaloides contra fungos e insetos (ALY et

al., 2010).

Compostos produzidos por endofitos podem controlar fitopatdogenos, o isolado
Trichoderma harzianum TharDOB-31, endofitico isolado do rizoma de acafrao
(Curcuma longa), produz metabdlitos bioativos com propriedades antimicrobianas
contra Pythium aphanidermatum e Rhizoctonia solani (VINAYARANI; PRAKASH,
2018). Ainda, os endofitos de Tagetes spp. introduzidos em batata foram capazes de
suprimir a proliferagdo de nematoides das lesdes radiculares, possivelmente através de
alelopatia (STURZ; KIMPINSKI 2004). Outra forma de prospectar endéfitos como
controle biologico ¢ inoculando os microrganismos nas plantas suscetiveis a patdogenos
(SANTOS et al., 2016). Mas o principal foco das pesquisas tem sido o relato quanto a

producao de compostos que inibem o desenvolvimento de patdgenos.

2.2.3 Fungos endofiticos de Schinus terebenthifolius

A planta Schinus terebenthifolius Raddi, da familia Anacardiaceae, conhecida
popularmente como aroeira apresenta propriedades bioativas atribuidas a atividade
antimicrobiana de folhas, frutos ¢ casca (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ; PRADO,
2005). As folhas e frutos apresentam elevada quantidade de fenois (QUEIRES;
RODRIGUES, 1998) que podem ser alcaloides, taninos e flavonoides. Esses compostos
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foram encontrados em extratos de folhas dessa planta e correlacionados com a inibigao
do crescimento micelial de fitopatogenos, como Agrobacterium tumefaciens,
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, Fusarium solani e Rhizoctonia solani

(RHOUMA et al., 2009).

A produgdo de substancias de interesse agrondomico pela aroeira pode estar
atrelada a producdo propria de compostos ativos ou pela presenca de endoéfitos, visto
que ha comunicacdo da planta com esses microrganismos ¢ um pode influenciar no
metabolismo do outro (ALY et al., 2010). A comunidade endofitica de folhas da aroeira,
composta principalmente por fungos do género Alternaria, Bjerkandera,
Colletotrichum, Diaporthe, Penicillium e Xylaria, possui representantes com capacidade
de produzir compostos antimicrobianos em condi¢des de fermentagdo que controlam o
crescimento de Staphylococcus aureus, Candida albicans e Pseudomonas aeruginosa
(TONIAL et al.,, 2015). Além disso, um dos isolados endofiticos dessa planta,
Diaporthe terebinthifolli, libera compostos que inibem a germinagdo de esporos do

fitopatogeno Phyllosticta citricarpa (TONIAL et al., 2017).

2.2.4 O género de fungos endofiticos Diaporthe

O género Diaporthe, cuja fase anamorfica é¢ conhecida como Phomopsis pertence
ao filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotina, classe Sordariomycetes, subclasse
Diaporthomycetidae, ordem Diaporthales, familia Diaporthaceae (MYCOBANK, 2020).
Para esse género de fungos sdo encontrados representantes fitopatogénicos, endofiticos
e saprofiticos amplamente distribuidos € como hospedes de diversas plantas (GOMES et
al., 2013). Algumas das espécies podem ser agrupadas em complexos, como D. arecae,

D. eres e D. sojae (MARIN-FELIX et al., 2019).

Devido a complexidade do género e ampla gama de hospedeiros, tem sido cada
vez mais dificil identificd-lo em nivel de espécie, uma vez que ¢ um género polifilético
que incorpora outros géneros morfologicamente distintos (GAO et al., 2017). Mesmo
utilizando o sequenciamento da regido do espagador transcrito interno (ITS) aliado a

dados morfoldgicos a identificagdo nao tem sido satisfatoria (GOMES et al., 2013). Em

FRANCINE FALCAO DE MACEDO NAVA 24



estudo sobre a filogenia e taxonomia do género Diaporthe Gomes et al. (2013) sugerem
que sejam feitas analises multilocus para uma identificagdo de espécie mais robusta,
através da combinacdo das regides gendmicas: espacador transcrito interno (ITS), fator
de alongamento da traducdo 1-o (TEF1), B-tubulina (TUB), histona H3 (HIS) e
calmodulina (CAL).

Diaporthe é o género fingico mais frequentemente isolado como endofito e tem
a producdo de metabdlitos com bioatividade investigada, servindo assim de fonte para
exploragdo de novos metabolitos secundarios com potencial biotecnologico
(UDAYANGA et al., 2011; SAVI; ALUIZIO; GLIENKE. 2019). Em estudo sobre a
comunidade endofitica nos biomas pantanal e cerrado, no Brasil, fungos do género
Diaporthe foram predominantes em ambos os biomas (NORILER et al., 2018). Foi
também o género predominante (51,72%) como endoéfito de folhas de Tibouchina
granulosa (GOLIAS et al., 2019). Vale destacar que Diaporthe ¢ um género que se
adapta a diferentes ambientes e condi¢des (GOMES et al., 2013).

Na bioprospeccao de compostos produzidos pelo metabolismo secundario de
endofitos de aroeira foi identificada a presenca de diaportina e ortosporina no cultivo do
fungo endofitico Diaporthe terebinthifolii (LGMF907), ambos compostos com
comprovada acao antimicrobiana contra patégenos clinicos (MEDEIROS et al., 2018).
Com outro isolado do mesmo género (LGMF658) foi constatada a presenca de
verbanol, 4lcool feniletilico, hexadecanoato de metilo e isoverbanol no extrato do fungo,
o sinergismo entre esses compostos foi eficaz no controle do desenvolvimento do
fitopatégeno Phyllosticta citricarpa (TONIAL, 2017). Além da atividade contra
microrganismos, compostos obtidos de Diaporthe sp. apresentam outras atividades
bioldgicas, como diaportois A e B que podem atuar como inibidores de metastase
tumoral (NAKASHIMA et al. 2018), e diaporthichalasinand, um inibidor do CYP3A4
(PORNPAKAKUL et al. 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

Inicialmente foi realizado o screening dos endofitos de Schinus terebinthifolius
por teste de cultura pareada para selecionar o microrganismo com maior potencial de
controle dos fitopatdogenos. A partir do fungo selecionado foram obtidos extratos, que
tiveram a bioatividade contra fitopatogenos testada in vitro por difusdo em agar e in vivo
por testes em sementes de trigo. Para a identificagdo do microrganismo com maior
potencial biotecnologico foi realizada uma andlise multilocus da regido do espagador
interno transcrito (ITS), de parte dos genes do fator de elongacdo da tradugdo I1-a

(TEF1), da calmodulina (CAL), da histona H3 (HIS) e da B-tubulina (TUB).

3.1 Screening

3.1.1 Microrganismos utilizados

Os fungos endofiticos prospectados na pesquisa foram isolados de folhas de um
exemplar de aroeira cuja exsicata encontra-se no herbario do Departamento de Botanica
da Universidade Federal do Parand (UFPR) sob o registro UPCB-30848 (TONIAL,
2010). Esses microrganismos pertencem a micoteca do BIOGEMM — Bioprospeccao e
Genética Molecular de Microorganismos da UFPR - e estdo codificados como
LGMF625, LGMF626, LGMF627, LGMF651, LGMF653, LGMF658, LGMF659,
LGMF673, LGMF692, LGMF694, LGMF695, LGMF700, LGMF701, LGMF713 e
LGMF714. Os exemplares avaliados foram identificados por microrscopia, macroscopia
e sequenciamento da regido ITS (ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA) (TONIAL, 2010) como
pertencentes aos géneros Alternaria (LGMF626 e LGMF692), Bjerkandera
(LGMF713), Diaporthe (LGMF625, LGMF651, LGMF658 LGMF627, LGMF653,
LGMF694, LGMF695, LGMF700, LGMF701 e LGMF714) e Xylaria (LGMF673); um
isolado ndo identificado (LGMF659).



Os fungos fitopatogénicos utilizados nos ensaios de bioatividade foram
identificados morfologicamente a partir do cultivo monosporico em meio de cultivo
como Pyrenophora tritici-repentis ¢ Fusarium graminearum oriundos de trigo (Triticum
aestivum), € Phomopsis sojae obtido de soja (Glycine max). Esses microrganismos
foram isolados de amostras vegetais sintomaticas e cedidos para a pesquisa pelo

Laboratério de Fitopatologia da Universidade de Passo Fundo.

3.1.2 Teste de cultura pareada

A primeira etapa de sele¢do do fungo a ser prospectado foi realizada pelo teste de
cultura parecada (BADALYAN; INNOCENTI; GARIBYAN, 2002). Os fungos
fitopatogénicos e os endofitos foram cultivados em meio de cultivo batata-dextrose agar
(BDA) durante dez dias, apos esse periodo foram confrontados em placas de Petri.
Discos de micélio de 5 mm de didmetro (@) de endofitos e patdogenos foram repicados a
4,5 cm de distncia e dispostos em lados opostos nas placas de Petri contendo meio

BDA (Figura 4).

Figura 4 - Representagdo do teste de cultura pareada entre endéfito e patdgeno em placa
de Petri

Endéfito Patégeno

Fonte: O Autor, 2019.

As placas foram mantidas a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas em camara
incubadora. Foi mensurado o crescimento micelial dos patogenos com auxilio de régua
em intervalos de 24 horas através da tomada de duas medidas em eixos ortogonais da
coldnia do fitopatdégeno até que o patdgeno atingisse as bordas da placa de controle. O
fitopatdégeno Fusarium graminearum teve seu crescimento mensurado por até 96 horas,

Drechslera tritici-repentis por 144 horas e Phomopsis sojae por 72 horas. A
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porcentagem de inibicdo (PI) do crescimento micelial dos patdégenos foi calculada de
acordo com Quiroga, Sampietro e Vattuone (2001), através da equacdo (1), onde PC
indica o crescimento do fitopatégenos na placa de controle negativo (sem a presenga de
endofito/tratamento) e PE representa o crescimento do fitopatdgeno na placa contendo o
endofito/tratamento.

PI (%) = (PC-PE)/PC*100 (1)

3.1.2.1 Analise estatistica

Os testes de cultura pareada foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado, com cinco repeticdes. Os resultados do crescimento micelial foram
analisados utilizando o programa RStudio (R CORE TEAM, 2019). Os residuos ndo
foram considerados normais de acordo com o teste de normalidade de Shapiro-Wilk (p<
0,05). Sendo assim, realizou o teste de ndo-paramétrido de Kruskal-Wallis que utiliza
um ordenamento global dos dados com atribuicdo de postos de acordo com os valores

observados.

3.2  Obtencao dos extratos

O fungo endofitico Diaporthe LGMF694 selecionado no screening € o
fitopatdgeno Fusarium graminearum foram novamente confrontados em meio BDA por
teste de cultura pareada (3.1.2). Deste co-cultivo, 24 horas apds, foram coletadas trés
por¢des distintas do meio de crescimento dos microrganismos para o preparo dos
extratos. Essas fragdes apresentavam sobre o meio de cultura: (I) crescimento micelial
do endéfito, (II) ponto de interseccdo sem conter crescimento micelial dos fungos
confrontados, e (III) crescimento micelial do patégeno (Figura 5). Além dessas fracdes
foi preparado um extrato do endofito crescido em meio BDA sem a presenca do

fitopatdgeno.

As fragoes I, II e III e o meio de cultivo contendo o endoéfito crescido sem a
presenca do patogeno foram macerados em metanol (CH3;OH). Os residuos soélidos

foram separados utilizando papel filtro e as por¢des liquidas coletadas foram
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concentradas em evaporador rotativo a 45 °C para a obtencao dos extratos, que foram
mantidos em estufa a 35 °C até o solvente evaporar por completo. Os rendimentos
foram quantificados com auxilio de uma balanga de precisdo e, posteriormente os
extratos foram ressuspendidos em metanol:agua (1:4) na concentragdo de 1 mg/mL para

utilizag¢do nos ensaios in vitro € in vivo.

Figura 5 - Representagdo dos locais de coleta das fragdes nas placas de confronto entre
endofito e patdgeno para a obtengdo dos extratos a serem avaliados

Fonte: O Autor, 2019.

Leganda: (I) crescimento micelial do endofito, (II) ponto de intersec¢do sem conter crescimento micelial
dos fungos confrontados, e (I11) crescimento micelial do patégeno.

3.3 Bioatividade dos extratos

A bioatividade dos extratos obtidos a partir do endéfito selecionado no screening
foi avaliada in vitro pela metodologia de difusao em agar e in vivo pelo tratamento de

sementes de trigo.

3.3.1 Teste de difusdo em agar

Para avaliar a capacidade dos extratos em controlar o crescimento micelial de F.
graminearum 100 uL de cada tratamento foram pipetados sobre a superficie do meio
BDA em placa de Petri, espalhado uniformemente com uma alg¢a de Drigalski e, apos
absor¢ao completa do tratamento pelo meio, um disco de micélio do fitopatogeno (0
de 5 mm) foi inoculado no centro da placa. Medidas em eixos ortogonais da colonia do

fungo foram tomadas a cada 24 horas durante 96 horas. A porcentagem de inibi¢cdo foi
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calculada conforme equacdo (1), em que se comparou o diametro da colonia na

presenca dos tratamentos em relagdo ao controle com o solvente metanol.

3.3.1.1. Analise estatistica

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado. Para cada teste de
difusdo em agar foram realizadas cinco repetigdes por tratamento. O experimento foi
repetido por trés vezes. Os dados conjuntos foram submetidos a andlise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey (p< 0.05). Os dados foram analisados utilizando

o programa RStudio (R CORE TEAM, 2019).

3.3.2 Teste em sementes de trigo

3.3.2.1. Ajuste de metodologia de inoculagdo do fitopatdgeno nas sementes

O uso de restritores hidricos em substratos utilizados para inocular fungos em
sementes ¢ um procedimento eficaz para controlar a germinagdo antecipada das
sementes sem prejudicar o desenvolvimento dos fungos e da semente (COSTA et al.,

2003; FALLEIRO et al., 2010).

Para a inoculacdo de Fusarium graminearum nas sementes de trigo foi
necessario realizar um ajuste metodologico em vista da ndo existéncia de reférencia para
esse ensaio com uso de restritor hidrico. Sendo assim, preparou-se meio de cultivo BDA
acrescido das diferentes quantidades do restritor hidrico 1,8, 8,8, 15,7, 22,5 ¢ 29,1 g
manitol em 500 mL BDA para alcangar os potenciais hidricos de —0,4, 0,6, —0,8, —1,0 e
-1,2 MPa, respectivamente. O tratamento controle, sem adi¢do de manitol, correspondeu

ao potencial hidrico do meio BDA de -0,36 MPa (BERTAGNOLLI et al., 2017).

O crescimento micelial foi avaliado a partir de um disco de micélio do
fitopatogeno (@ 5 mm) inoculado no centro de cada placa. As medidas foram realizadas
a cada 24 horas tomando-se medidas (cm) em eixos ortogonais da colonia do fungo com

auxilio de uma régua. Apos o crescimento do micélio em toda a placa de Petri sementes

FRANCINE FALCAO DE MACEDO NAVA 30



de trigo da cultivar TBIO Sonic® (Biotrigo Genética) previamente submetidas a
antissepsia com hipoclorito de sdédio 1% por dois minutos seguida de trés lavagens em
agua estéril e secagem a temperatura ambiente foram colocadas sobre a colonia. As
sementes ficaram em contato com o micélio do patogeno por 12, 24, 36, 48 ¢ 60 h.
Depois de retiradas do contato direto com o patdgeno as sementes passaram por
secagem a temperatura ambiente e em seguida foram testadas quanto a germinagdo e a

sanidade.

Para avaliar a porcentagem de germinagdo duzentas sementes foram
acondicionadas em papel mata-borrdo umedecido com agua estéril em 2,5 vezes o peso
do papel e armazenados em incubadora do tipo DBO (Demanda Bioquimica de
Oxigénio) a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. A primeira e segunda contagem do
nimero de sementes germinadas foram realizadas apos 4 e 8 dias, respectivamente
(BRASIL, 2009 com adaptagdes). A sanidade de 200 sementes foi avaliada através da
disposicao destas em caixas gerbox contendo papel mata-borrao umedecido com agua
estéril em 2,5 vezes o peso do papel e armazenados em incubadora do tipo DBO a 25 °C
e fotoperiodo de 12 horas, apds 7 dias foi verificado o crescimento de micélio aéreo nas

sementes com uso de microscopio estereoscopio (BERTAGNOLLI et al., 2017).

Com esse ensaio foi determinada que o potencial hidrico do meio de cultura para
inoculagdo do patdogeno deve ser de -1,0 MPa. Uma vez que o ponto méaximo de
crescimento do fungo no tempo foi entre -0,8 e -1,06 MPa. Na condic¢do de -1,0 MPa a
manutencdo da germinagdo das sementes foi de 92% em contato com o patdgeno por 12
horas. Além disso, e a porcentagem de inoculag¢do de F. graminearum nas sementes de

trigo nesta condi¢do foi de 100% (Apéndice I).
3.3.2.2. Avaliacao da atividade dos extratos in vivo

Para verificar a capacidade dos extratos obtidos em inibir o F. graminearum in
vivo, os mesmos foram utilizados como tratamento de sementes (TS) apos elas terem

sido inoculadas por 12 horas de contato direto com o micélio do fitopatégeno crescido
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em meio BDA com potencial hidrico de -1,0 MPa (conforme metodologia descrita no

item 3.3.2.1).

Os tratamentos utilizados foram: T1 = extrato obtido da fracdo I do co-cultivo;
T2 = extrato do crescimento do endodfito na auséncia do patéogeno; T3 = controle
negativo de metanol:agua (1:4); T4 = controle positivo com o fungicida Standak® Top
(BASF 2,5% m/v de piraclostrobina, 22,5% m/v de tiofanato metilico e 25% m/v de

fipronil); T5 = sementes inoculadas sem nenhum tratamento, como controle negativo.

Para cada tratamento foi preparado um volume de calda de 500 mL por 100 kg
de sementes (conforme recomendacgdo do produto comercial) que foram pipetados sobre
sementes acondicionadas em sacos plasticos. As misturas foram homogeneizadas
delicadamente. Acrescentou-se um controle de germinagdo, de sanidade e de
emergéncia de plantulas, nos quais as sementes ndo foram inoculadas e nem tratadas.
Ap0s secagem, as sementes foram submetidas aos testes de germinagdo e de sanidade
(conforme descritos no item 3.2.3.1) e ao teste de emergéncia de plantulas, no qual as
sementes foram colocadas para germinar a 1,5 cm de profundidade em solo em
recipientes estéreis e foram contabilizadas quanto a emergéncia das plantulas apos 12

dias.

3.2.3.3 Analise estatistica

Para o ajuste da metodologia de inoculagdo utilizou-se oito repeti¢des para o
crescimento micelial e 4 repeticdes de 50 sementes para os testes de germinagdo e de
sanidade. Fez-se andlise de regressdo utilizando o programa RStudio (R CORE TEAM,
2019).

Na avaliacdo da atividade dos extratos foram utilizadas 4 repeticoes de 50
sementes para o teste de germinacao e de sanidade, e 13 repeti¢cdes de 16 sementes para
o teste de emergéncia de plantulas. Os resultados de germinacdao foram analisados pelo
teste de Kruskal-Wallis (ndo-paramétrico), uma vez que os residuos nao foram

considerados normais de acordo com o teste de normalidade dos residuos de Shapiro-

FRANCINE FALCAO DE MACEDO NAVA 32



Wilk (p< 0,05). Os resultados do teste de sanidade estdo apresentados em histograma
construido no SigmaPlot. Os resultados do teste de emergéncia de plantulas foram
analisados pelo teste de Tukey (p< 0.05). Todos os testes estatisticos foram realizados

no programa RStudio (R CORE TEAM, 2019).

3.4  Identificacdo do fungo endofitico

O isolado Diaporthe LGMF694 foi cultivado durante trés dias a 28 °C em BDA
coberto com celofane esterilizado. A extracdo de DNA foi realizada de acordo com
Raeder e Broda (1985). Para o sequénciamento parcial dos genes do rDNA foram

utilizados os primers descritos na tabela 1.

Tabela 1 — Primers utilizados para sequenciamento parcial dos genes do rDNA do
isolado Diaporthe LGMF694, espacador interno transcrito (ITS), fator de elongacao da
traducdo 1-a (TEF1), calmodulina (CAL), histona H3 (HIS) e B-tubulina (TUB)

Regido Primer Referéncia
ITS1 e
ITS TS4 (WHITE et al., 1990)
EF1-728F e
TEF1 EF1-986R (CARBONE; KOHN, 1999)
CAL-228F e .
CAL CAL-737R (CARBONE; KOHN 1999).
HIS CYLH3F e (CROUS et al. 2004; GLASS;
H3-1b DONALDSON, 1995)
TUB Tle (O’DONNELL; CIGELNIK, 1997; GLASS;
Bt-2b DONALDSON 1995)

O volume total da reacdo foi de 12 puL, composto por 1,25 pL de tampao, 8,275
uL de dgua, 0,25 pL de cada primer, 0,5 uL de DNTP, 0,375 pL de MgCl,, 0,1 puL da
enzima Taq DNA polimerase e 1 uL de DNA. As condigdes da PCR foram iniciadas por
5 minutos a 94 °C seguida de 35 ciclos de 30 segundos a 95 °C, o anelamento foi feito
por 30 segundos a 55 °C para TEF1, TUB e HIS e a 58 °C para a CAL, a temperatura de
alongamento foi de 72 °C por 45 segundos para TEF1 ¢ CAL e por 2 minutos para TUB
e HIS, a reacdo foi finalizada por 5 minutos a 72°C e resfriada a 4 °C. Para a regido ITS

foram utilizados 32 ciclos de 30 segundo a 96 °C, para o anelamento utilizou-se 58 °C
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por 45 segundos e 72 °C por 45 segundos para alongamento. As reagdes foram
purificadas enzimaticamente com Exol e FastAP™ e sequenciadas com o Kit BigDye®
Terminator v3.1. As reacdes das regides TEF1, CAL, TUB e HIS foram purificados
utilizando o polimero Sephadex G50 e as leituras da reacdo foram feitas utilizando o
sequenciador automatico ABI3500° (Applied Biosystem). As leituras das rea¢des da

regido ITS foram feitas no sequenciador Genetic Analyser 3500xL (Thermo).

As sequéncias de cada regido foram analisadas no programa MEGA X (KUMAR
et al., 2018) e BioEdit (HALL, 1999) para obtengao das sequéncias consenso, as quais
foram comparadas na base de dados do GenBank utilizando a ferramenta BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) para buscar isolados com taxonomia proxima. Apos essa
analise sequéncias de material #ype de espécies do género Diaporthe acessadas através
do Mycobank (http://www.mycobank.org/) foram selecionadas. Sequéncias de 235
isolados (Apéndice II) mais o isolado LGMF694 e as sequéncias de espécies do
complexo Diaporthe sojae foram alinhadas utilizando o servico MAFFT v.7 online
(http://mafft.cbrc.jp/alignment/server) e foram concatenadas através da ferramenta

SequenceMatrix (VAIDY A; LOHMAN; MEIER, 2011).

Para determinagdo do melhor modelo evolutivo (Apéndice III) para as andlises
de inferéncia Bayesiana e Maxima verossimilhanga utilizou-se a ferramenta jModelTest
2 (DARRIBA et a., 2015). As arvores foram geradas com as ferramentas MrBayes 3.2.6
(RONQUIST et al., 2012) e GARLI 2.01 (ZWICKL, 2006). Para inferéncia Bayesiana a
analise de quatro cadeias, uma fria e trés quentes, foi iniciada em paralelo a partir de
uma topologia de arvore aleatoria e durou até o desvio padrao médio das frequéncias
divididas ficar abaixo de 0,01. As arvores foram salvas a cada 1.000 geracdes e os
bootstraps foram sumarizados com a ferramenta Sumtrees (SUKUMARAN; HOLDER,
2010). Os valores de probabilidade a posteriori e dos bootstraps foram calculados apos

o descarte dos primeiros 25% de arvores geradas.

As analises de inferéncia Bayesiana, Maxima verossimilhanga e a determinagdo
do modelo evolutivo foram executadas na plataforma CIPRES Science Gateway v.3.3.

(MILLER; PFEIFFER; SCHWARTZ, 2010). A arvore filogenética resultante de cada
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teste foi plotada com 0 programa FigTree v.1.4.2
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) e o layout editado no Adobe Illustrator v.
CS5.1. A espécie Diaporthella corylina (CBS 121124) foi utilizada como outgroup na
analise filogenética com base em sua posicdo na familia Diaporthales (VASILYEVA;
ROSSMAN; FARR, 2007) e a espécie Diaporthe amygdali foi utilizada como outgroup
na analise filogenética da arvore do Complexo D. sojae (GUO et al., 2020). As
sequéncias das regides ITS, CAL, HIS, TUB e TEF1 do endéfito Diaporthe infecunda
LGMF694 foram depositadas na base de dados do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) e
possuem o0s respectivos numeros de acesso: MT124506, MT274577, MT274693,
MT274715 e MT276224.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O controle bioldgico faz uso de organismos antagdénicos, dentre os quais estao
fungos e bactérias endofiticos produtores de metabolitos ativos (DAGAMAC et al.,
2008). Com esse proposito foi realizado um screening de fungos endofiticos oriundos
de folhas de aroeira que selecionou o isolado de Diaporthe infecunda LGMF694 como
o mais promissor dentre os isolados avaliados no controle do crescimento micelial de
Fusarium graminearum. Um extrato obtido desse fungo inibiu significativamente o
crescimento do patogeno in vitro. O fungo endofitico foi identificado através de uma

analise multilocus das regides CAL, HIS, ITS, TEF1 e TUB como Diaporthe infecunda.

4.1  Screening dos endofitos

Dos quinze endofitos que tiveram a atividade antagonica contra os fitopatogenos
avaliada seis reduziram significativamente o crescimento micelial de F. graminaerum
(Figura 6), todos os quinze controlaram o crescimento de P. tritici-repentis (Figura 7), e
treze foram ativos contra P. sojae (Figura 8). Os endodfitos que exerceram controle
estatisticamente superior sobre os fitopatdgenos até o tempo maximo de avaliagdo sao
do género Diaporthe, LGMF694 contra F. graminearum (38,2%), LGMF651 contra P.
tritici-repentis (65,7%) e LGMF651 contra P. sojae (15,8%) (Apéndice VI). Apesar do
controle de LGMF651 contra dois dos fitopatégenos, a porcentagem de inibi¢dao de P.
sojae foi baixa e ele ndo apresentou atividade contra F. graminearum. Enquanto que, o
isolado LGMF694 inibiu em 38,2%, 50,0% e 15,8% o crescimento micelial dos
fitopatoégenos F. graminearum, P. tritici-repentis ¢ P. sojae, respectivamente. Com
destaque para o controle de F. graminearum, um fungo de dificil controle (JIA et al.,

2018).



Figura 6 - Crescimento micelial (cm) de Fusarium graminearum apds 48, 72 e 96 horas
de confronto com isolados de fungos endofiticos oriundos de Schinus terebinthifolius
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Fonte: Dados do autor, 2018.

Nota: Média + desvio padrao (n=5). Letras distintas sobre as colunas indicam diferenca estatistica pelo
teste de Kruskal-Wallis (p<0.05).

Figura 7 - Crescimento micelial (cm) de Pyrenophora tritici-repentis apés 48, 72, 96,
120 e 144 horas de confronto com isolados de endofitos de Schinus terebinthifolius
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Nota: Média + desvio padrao (n=5). Letras distintas sobre as colunas indicam diferenca estatistica pelo
teste de Kruskal-Wallis (p<0.05).
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Figura 8 - Crescimento micelial (cm) de Phomopsis sojae apdés 48 e 72 horas de

confronto com isolados de fungos endofiticos oriundos de Schinus terebinthifolius
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Fonte: Dados do autor, 2018.

Nota: Média + desvio padrao (n=5). Letras distintas sobre as colunas indicam diferenga estatistica pelo
teste de Kruskal-Wallis (p<0.05).

O isolado Diaporthe LGMF694 inibiu em 50,0% o crescimento micelial de F.
graminearum apés 48 horas de confronto mantendo a capacidade de inibicao em 38,2%
apos 96 horas (Figura 9). Os fungos LGMF695 e LGMF701, também do género
Diaporthe, controlaram o crescimento deste fitopatdgeno em 37,64% e 34,11%

respectivamente, 96 horas ap6s o confronto (Apéndice VI).

Figura 9 - Ensaio de pareamento entre o fitopatégeno Fusarium graminearum ¢ o fungo
endofitico Diaporthe LGMF694 ap6s 72 horas de confronto

Fonte: O Autor, 2018.

Legenda: A — crescimento micelial do fitopatdgeno Fusarium graminearum.
B — confronto entre o fitopatogeno (a esquerda) e o isolado Diaporthe LGMF694 (a direita).
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Os resultados mais promissores no controle do crescimento micelial de
Pyrenophora tritici-repentis foram obtidos com os isolados LGMF659 (ndo
identificado) (Figura 10) e LGMF651 (Diaporthe) cujas porcentagens de inibi¢do foram
de 70,0% e 65,71%, respectivamente apos 144 horas do pareamento (Apéndice VI).

Figura 10 - Ensaio de pareamento entre o fitopatogeno Pyrenophora tritici-repentis € o
fungo endofitico isolado nao identificado LGMF659 apods 144 horas de confronto

Fonte: O Autor, 2018.

Legenda: A — crescimento micelial do fitopatdgeno Pyrenophora tritici-repentis.
B — confronto entre o fitopatdgeno (a direita) e o isolado LGMF659 (a esquerda).

O isolado LGMF626 (Alternaria) inibiu em 19,3% e o isolado LGMF651

(Diaporthe) foi capaz de inibir em 15,79% o crescimento micelial de Phomopsis sojae

apos 72 horas de confronto (Figura 11; Apéndice VI).

Figura 11 - Ensaio de pareamento entre o fitopatdgeno Phomopsis sojae e o fungo
endofitico isolado Diaporthe LGMF651 ap6s 72 horas de confronto
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Fonte: O Autor, 2018.

Legenda: A — crescimento micelial do fitopatogeno Phomopsis sojae.
B — confronto entre o fitopatdgeno (a esquerda) e o isolado Diaporthe LGMF651(a direita).
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Outros trabalhos reforcam as evidéncias obtidas nessa pesquisa, fungos
endofiticos sdo fontes interessantes para a bioprospecc¢ao de agentes microbianos para o
controle de fitopatdogenos. A inibi¢do do desenvolvimento de Fusarium ja foi relatada
quando confrontado com endéfito do género Diaporthe oriundo de Sapindus saponaria,
ao qual se associou o controle a ativacao de enzimas como amilase, pectinase e celulase

(SANTOS et al., 2019).

Géneros de endofitos, como Aspergillus sp., também demonstraram capacidade
de inibi¢do de Fusarium oxysporum (DAGAMAC et al., 2008). Um isolado de
Streptomyces sp. DEF09 foi capaz de reduzir F. graminearum pelo bloqueio do
crescimento do patdogeno no local da infec¢do, reduzindo a severidade da doenga em
60% (COLOMBO et al., 2019). Endoéfitos dos géneros Epicoccum e Sordaria reduziram
os niveis de zearalenona, micotoxina de F. graminearum, em milho (ABDALLAH et
al., 2018). Bacillus halotolerans, um end6fito de tamarareira, apresentou atividade
antagonica contra 16 isolados de Fusarium (BEN SLAMA et al., 2019a). Ainda,
Bacillus licheniformis, endofitico de Limoniastrum monopetalum, além de promotor de
crescimento exerceu biocontrole contra 14 espécies patogénicas de Fusarium (BEN

SLAMA et al., 2019b).

O controle de Pyrenophora por endoéfitos ja foi demonstrado em gramineas
(CHRISTENSEN, 1996). Ainda, a presenca do género Acremonium como endofito de
Brachiaria brizantha reduziu o numero de lesdes de Pyrenophora e a taxa de
inoculacdo das folhas (KELEMU et al., 2001). Em outro estudo, isolados de bactérias
endofiticas de soja também demonstraram atividade antagdénica ao crescimento de P.
sojae, sendo observado que os géneros Bacillus sp. € Burkholderia sp. tiveram sua

atividade relacionada a presenca de peptideos (LOPES et al., 2018).

O potencial de inibi¢do apresentado nos resultados deste estudo, o conhecimento
do género do endofito e caracteristica de crescimento do fitopatogeno Fusarium
graminearum direcionaram a continuidade da pesquisa sobre a capacidade do fungo

endofitico Diaporthe sp. LGMF694 em controlar esse fungo patogénico.
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4.2 Bioatividade de extratos

4.2.1 Teste de difusao em agar

O extrato obtido da fracdo I do co-cultivo do fungo endofitico de aroeira
Diaporthe sp. LGMF694 com F. graminearu reduziu significativamente o crescimento
micelial desse fitopatégeno in vitro (Figuras 12 e 13) nas trés repeticdes do

experimento.

Figura 12 - Desenvolvimento micelial de Fusarium graminearum em contato com a
fragdo I do extrato do fungo endofitico LGMF694 de co-cultivo apds 96 horas

Fonte: O Autor, 2019.

Legenda: A — crescimento micelial do fitopatdogeno F. graminearum no tratamento controle negativo, meio
de cultura BDA acrescido apenas de agua destilada e esterilizada.
B — crescimento micelial do fitopatogeno em meio de cultura BDA acrescido da fracdo I do
extrato do endofito Diaporthe LGMF694.

Foi verificado que o crescimento micelial do patégeno quando exposto a fracao I
do extrato de Diaporthe LGMF694 foi estatisticamente inferior ao controle com o
solvente metanol. Na média dos trés experimentos a porcentagem de inibigdo dessa
fragdo sobre o fitopatdogeno foi de 57,45% apos 48 horas de contato, de 54,42% apos 72
horas de contato e de 53,48% apo6s 96 horas de contato (Figura 13; Apéndice VII).
Extratos deste mesmo isolado também ja demonstraram atividade na redugdo do
crescimento de Pseudomonas aeruginosa (TONIAL et al.,, 2015). E metabdlitos
produzidos por esse género fungico também influenciam no desenvolvimento de outros

fitopatdgenos, o extrato do cultivo de Diaporthe cf. heveae LGMF1631 inibiu em 90% o

FRANCINE FALCAO DE MACEDO NAVA 41



crescimento micelial de Phyllosticta citricarpa e em 70% de Colletotrichum abscissum

(NORILER et al., 2018).

Figura 13 - Crescimento micelial (cm) de Fusarium graminearum quando em contato
com os extratos obtidos a partir do co-cultivo do fungo endofitico de aroeira Diaporthe

LGMF694 com o fitopatdgeno em ensaio de difusdo em agar
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Fonte: Dados do autor, 2019.

Legenda: Agua — controle negativo com agua estéril.

Metanol — controle negativo com o solvente.
Fracdo I — crescimento micelial do enddfito Diaporthe LGMF694 em confronto com o

fitopatogeno.

Fracdo I — ponto de intersec¢ao sem conter crescimento micelial dos fungos confrontados .
Fracao III — crescimento micelial de Fusarium graminearum em confronto com o endofito.
LGMF694 — endofito Diaporthe LGMF694 crescido sem a presenca do fitopatogeno.
Metanol: Agua — controle do solvente.

Nota: Média dos trés experimentos + desvio padrao (n=5). Letras distintas sobre as colunas indicam

diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p< 0.05).
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A inibi¢do de F. graminearum por extratos metanolicos do endofito Diaporthe
LGMF694 ¢ estatiticamente superior quando este ¢ crescido em co-cultivo com o
patogeno (57,45% apos 48 horas) do que quando o endoéfito € crescido isolado (3,58%
apds 48 horas). Alteragdes em pardmetros de cultivo podem aumentar o numero de
metabolitos secundarios disponiveis a partir de uma fonte microbiana (BODE et al.,
2002). O co-cultivo tenta imitar condi¢cdes de ambiente em que 0s organismos coexistem
e por vezes permite a produg¢do de diversos compostos envolvidos na antibiose
(MARMANN et al., 2014). Clusters génicos demonstram atuar em regulagdo especifica
que permitem a producao de metabodlitos por microrganismos (WIEMANN et al., 2013)
quando na condicdo adequada estes clusters génicos podem ainda potencializar a
producdo de substancias de interesse (LIGON et al., 2000). Esta pode ser uma via para

compreender este aumento de bioatividade.

4.2.2 Teste em sementes de trigo

O fungo Fusarium graminearum, apesar de ser capaz de infectar sementes de
trigo, nao danifica o embrido, entretanto, quando em condi¢des favoraveis, pode atingir
diferentes partes da planta, como raizes primarias, hastes e colo (GARCIA JUNIOR et
al., 2008), necessitando assim de alternativas de controle para que as sementes nao
sirvam de fonte de indculo primario para podriddo comum das raizes. Além disso, o F.
graminearum pode liberar micotoxinas nos graos de trigo tornando-os prejudiciais a

saude humana e animal (PARRY; JENKINSON; McLEOD, 1995).

A auséncia de tratamento de sementes, o tratamento com metanol:agua, e com o
extrato da fracdo I tiveram incidéncia de F. graminearum de 93%, 91,5% e 90,5%,
respectivamente. Enquanto que, as sementes do controle de sanidade e do controle

positivo tiveram incidéncia do patdégeno de 5,5% e 8,5%, respectivamente (Figura 14).
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Figura 14 - Incidéncia (%) de fitopatdgenos no teste de sanidade de sementes de trigo

cultivar TBIO Sonic® inoculadas com Fusarium graminearum sob diferentes
tratamentos de sementes
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Fonte: Dados do autor, 2019.

Legenda: Controle Negativo — sementes inoculadas e sem tratamento.
Controle Positivo — fungicida Standak® Top.
Controle Sanidade — sementes sem inoculagdo do patdgeno.
Fracdo I — crescimento micelial do endofito Diaporthe LGMF694 em confronto com o
fitopatogeno.
LGMF694 — endofito Diaporthe LGMF694 crescido sem a presenca do fitopatdogeno.
Metanol: Agua — controle do solvente.

Utilizar o fungicida Standak® Top para tratar sementes de trigo inoculadas com F.
graminearum garantiu germinacdo de sementes proxima ao controle da germinagdo
79,5% e 81,5%, respectivamente. O extrato da fracdo [ e o metanol:dgua foram inferiores
estatisticamente ao controle positivo e ao controle de germinagdo, com 38,5% e 33,5%,
respectivamente. O controle negativo e o endofito crescido sem a presenca do

fitopatogeno tiveram germinagdo de 23% e 26%, inferiores aos demais tratamentos
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(Figura 15).

®

Figura 15 - Germinagdo (%) de sementes de trigo cultivar TBIO Sonic™ inoculadas com

Fusarium graminearum sob diferentes tratamentos
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Fonte: Dados do autor, 2019.

Legenda: Controle Germinagao — sementes sem inoculagdo do patdogeno.
Controle Negativo — sementes inoculadas e sem tratamento.
Controle Positivo — fungicida Standak® Top.
Fracdo I — crescimento micelial do endéfito Diaporthe LGMF694 em confronto com o
fitopatogeno.
LGMF694 — endofito Diaporthe LGMF694 crescido sem a presenca do fitopatogeno.
Metanol: Agua — controle do solvente.

Nota: Média + desvio padrdo. Letras distintas sobre as colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de
Kruskal-Wallis (p<0.05).

Das sementes inoculadas que originaram mais plantulas emergidas, as tratadas
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com o fungicida tiveram emergéncia de 47,59%, sendo que os demais tratamentos
resultaram em emergéncia inferior a 28,84% (Tabela 2). Todos os tratamentos foram

inferiores ao controle de emergéncia de plantulas.

Tabela 2 - Emergéncia (%) de plantulas provenientes de sementes de trigo cultivar TBIO
Sonic® inoculadas com Fusarium graminearum sob diferentes tratamentos

Tratameto Plantulas emergidas (%)
Controle Emergéncia de Plantulas 87.98+12.87 a
Controle Positivo 47.59+18.84 b
Fracao | 28.84+14.99 ¢
Controle Negativo 28.36+12.91 ¢
LGMF694 26.92+12.33 ¢
Metanol:Agua 26.92+18.11 ¢

Fonte: Dados do autor 2019.

Legenda: Controle Emergéncia de Planutlas — sementes sem inoculagdo do patdogeno.
Controle Positivo — fungicida Standak® Top.
Fragdo I — crescimento micelial do endéfito Diaporthe LGMF694 em confronto com o
fitopatogeno.
Controle Negativo — sementes inoculadas ¢ sem tratamento.
LGMF694 — endofito Diaporthe LGMF694 crescido sem a presenca do fitopatdgeno.
Metanol: Agua — controle do solvente.

Nota: Média + desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferiram estatisticamente
enter si pelo teste de Tukey (p< 0.05).

Ao confrontar Fusarium graminearum com bactérias endofiticas de trigo
verificou-se que a mesma capacidade antagénica verificada in vitro ndo teve
correspondéncia na planta de trigo, assim os autores sinalizam a importancia de
incorporar gradientes ambientais em testes cujos resultados sdo dependentes de

interagdes (WHITAKER; BAKKER, 2019).

Da mesma forma no presente estudo, quando houve interagdo com mais fatores a
fracao I do extrato, que apresentou atividade antagonica in vitro, ndo manteve a mesma
efetividade. Isso demonstra a necessidade de buscar alternativas para que a atividade
evidenciada in vitro seja reproduzivel in vivo. Além disso, a producdo do extrato testado
fez-se apds 24 horas do confronto, o que pode ter resultado em menor concentracao de
metabolitos secundarios. Desta forma, técnicas que favorecem a producao de compostos

secundarios pelo endéfito podem ser otimizadas com vistas na efetivacdo do controle
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também in vivo.

4.3 Identificacdo do fungo endofitico

A identificacdo do fungo endofitico isolado LGMF694 foi baseada em uma
analise multilocus, que confirmou a presenca do género Diaporthe associado a planta
medicinal Schinus terebinthifolius. Este ¢ o género fungico mais frequentemente isolado
como endofito, inclusive em plantas da flora brasileira (UDAYANGA et al., 2011;
NORILER et al., 2018; SAVI; ALUIZIO; GLIENKE, 2019).

A analise filogenética foi inicialmente realizada com sequéncias de 236 isolados
do género Diaporthe com 2152 caracteres incluindo gaps (Apéndice II). Nesta analise o
isolado LGMF694 (Figura 16) agrupou-se com Diaporthe acaciarum, Diaporthe
beilharziae, Diaporthe caryae, Diaporthe infecunda, Diaporthe leucospermi, Diaporthe
middletonii, Diaporthe pyracanthae, Diaporthe sackstonii e Diaporthe serafiniae em um

clado com bom suporte (PP 0,99 e ML 100%; Figura 17; Apéndice IV).

Figura 16 - Macromorfologia do isolado LGMF694 Diaporthe sp.

Fonte: Tonial, 2014.

Legenda: A — reverso da placa de Petri com o isolado LGMF694 crescido em meio de cultivo batata
dextrose agar.
B — verso da placa de Petri com o isolado LGMF694 crescido em meio de cultivo batata
dextrose agar.
C —reverso da placa de Petri com o isolado LGMF694 crescido em meio de cultivo extrato de
malte agar.
D — verso da placa de Petri com o isolado LGMF694 crescido em meio de cultivo extrato de
malte agar.

Os isolados D. acaciarum, D. beilharziae, D. caryae, D. infecunda, D.
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middletonii, D. pyracanthae, D. sackstonii e D. serafiniae (MANAWASINGHE et al.,
2019), D. beilharziae e D. infecunda (TAN et al., 2013) D. infecunda, D. pyracanthae,
D. beilharziae, D. serafiniae e D. middletonii (DISSANAYAKE et al., 2017b) e D.
sackstonii, D. infecunda e D. serafiniae (LESUTHU et al., 2019) ja formaram clados em
outros estudos. Entretanto, apesar da proximidade na arvore filogenética, os isolados D.
acaciarum e D. middletonii, j4 foram identificados como pertencentes a clados separados

de D. caryae e D. beilharziae, que ficou igualmente separado de D. sackstonii, D.

infecunda e D. serafiniae (GUO et al., 2020).

Figura 17 - Corte da arvore de inferéncia bayesiana do alinhamento concatenado das
regides do espagador interno transcrito, parte dos genes do fator de elongagdo da
traducao 1-0, da B-tubulina, da histona H3 e da calmodulina de 236 isolados de
Diaporthe spp. Os valores de probabilidade posteriori bayesiana (PP > 0,5) e os valores
de suporte de bhootstrap (ML > 50%) sdo indicados nos nos (PP/ML), o asterisco indica
1/100% (PP/ML). Ao lado do nome da espécie estdo listados os codigos dos isolados. A
arvore foi enraizada em Diaporthella corylina CBS 121124

Diaporthe LGMF694

0,94/ Diaporthe beilharziae BRIP54792
gt Diaporthe infecunda CBS133812
Diaporthe leucospermi CPC2956

Diaporthe pyracanthae CAA483
Diaporthe serafiniae BRIP55665a
Diaporthe sackstonii BRIP54669b
Diaporthe acaciarum CBS138862
Diaporthe middletonii BRIP54884e
Diaporthe caryae CFCC52563

0,99/100 * Diaporthe acericola MFLUCC170956 T
| I—— Diaporthe schoeni MFLU151279 '
Fonte: O autor, 2020.

O isolado Diaporthe LGMF694 foi entdo agrupado com espécies do complexo
Diaporthe sojae (Figura 17). Desta forma as sequéncias concatenadas foram submetidas
a uma nova analise filogenética multilocus com 50 espécies (Apéndice V) do complexo
D. sojae com 2255 caracteres incluindo gaps (Figura 18). Em vista da aproximagdo com
a espécie Diaporthe infecunda em arvore filogenética prévia, utilizaram-se mais isolados

desta espécie para confirmagao da identidade do isolado avaliado neste trabalho.
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Figura 18 - Arvore de inferéncia bayesiana do alinhamento concatenado das regides do
espacador interno transcrito, parte dos genes do fator de elongacdo da tradugdo 1-a, da -
tubulina, da histona H3 e da calmodulina das espécies do complexo Diaporthe sojae. Os
valores de probabilidade posteriori bayesiana (PP > 0,5) e os valores de suporte de
bootstrap (ML > 50%) sdo indicados nos nds (PP/ML). Ao lado do nome da espécie
estdo listados os codigos dos isolados. O isolado descrito neste trabalho ¢ o primeiro
isolado da arvore. As sequéncias fype estdo em negrito. A arvore foi enraizada em
Diaporthe amygdali CBS 126679.

o0s4i-5 Diaporthe LGMF694
Diaporthe infecunda LGMF920
Diaporthe infecunda LGMF908
Diaporthe infecunda LGMF940 Diaporthe infecunda
Diaporthe infecunda LGMF918
Diaporthe infecunda LGMF933
Diaporthe infecunda LGMF912
Diaporthe infecunda LGMF917
Diaporthe infecunda CBS133812
9.2570 Diaporthe acaciarum CBS138862
’ Diaporthe middletonii BRIP54884e
Diaporthe caryae CFCC52563
Diaporthe sackstonii BRIP54669b
Diaporthe beilharziae BRIP54792
Diaporthe serafiniae BRIP54136
Diaporthe serafiniae BRIP55665a
Diaporthe serafiniae Phom225
0,87/73, ; Diaporthe angelicae CBS111592
Diaporthe subordinaria CBS46490
Diaporthe gulyae BRIP54025
Diaporthe stewartii CBS19336
Diaporthe arctii DP0482
Diaporthe neoarctii CBS109490
Diaporthe cuppatea CBS117499
Diaporthe lusitanicae CBS123212
Diaporthe novem CBS127270
Diaporthe ganjae CBS18091
Diaporthe batatas CBS12221
Diaporthe convolvuli CBS124654
o |°7®%°  piaporthe endophytica CBS133811
199k Diaporthe kongii BRIP54031
Diaporthe masirevicii BRIP57892a
0.,76/70 5 Diaporthe phaseolorum CBS116019
& Diaporthe sojae FAU635
2 Diaporthe longicolla FAU599
Diaporthe longicolla FAU644
Diaporthe unshiuensis PSCG344
Diaporthe unshiuensis ZJUD52
&'*Diaporthe miriciae BRIP54736j
iaporthe ueckerae FAU656
; /5;3 iaporthe passifloricola CPC27480
Diaporthe thunbergiicola MFLUCC120033
Diaporthe tectonendophytica MFLUCC130471
—— Diaporthe melonis CBS43587
Diaporthe helianthi CBS59281
Diaporthe vexans FAU597
Diaporthe schini CBS133181
Diaporthe terebinthifolii CBS133180

0,93/71

Diaporthe incompleta LC6754

Diaporthe amygdali CBS126679

0.08
Fonte: O autor, 2020.

Legenda: FAU: Isolados da colecdo de culturas do Laboratorio de Micologia sistematica e
Microbiologia, USDA-ARS, EUA; BRIP: Herbario / colecdo de cultura de Queensland Plant
Pathology, Australia; CBS: Colegao de culturas das Centraalbureau voor Schimmelcultures, Fungal
Biodiversity Center, Holanda; CFCC: Centro da cole¢do de culturas florestais da China, China;
LGMF: colegdo de culturas do Laboratorio de Bioprospec¢do e Genética Molecular de
Microorganismos, Brasil;, MFLUCC: Cole¢ao de Cultura da Universidade Mae Fah Luang,
Tailandia; ZJUD: Zhejiang Universidade.
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O isolado Diaporthe LGMF694 foi identificado como pertencente ao clado de
Diaporthe infecunda (PP 1/ ML 87 %). A espécie de D. infecunda pode ser considerada
como um patogeno latente em plantas de macd, péra, mirtilo e péssego saudaveis
(SESSA; ABREO; LUPO, 2018) e como agente etiologico de podridoes em flores e
frutos de maracuja (MOREIRA et al., 2020). Entretanto, j& foi reportada como endofitica
em folhas do hospedeiro Schinus terebinthifolius, em peciolos de Maytenus ilicifolia
(GOMES et al., 2013) e em folhas sadias de Phaseolus vulgaris (SANTOS et al., 2015).
Esta espécie também ja foi identificada em raizes da planta Astragalus membranaceus
cultivada na Coréia e China, sendo esta a parte da planta que apresenta producao de

compostos com atividade bioldgica (KIM et al., 2017).

Pode ser verificado que a probabilidade a posteriori € o booststrap nao
apresentam valores de suporte tdo consistentes entre algumas espécies de D. infecunda
presentes neste clado. Marcadores moleculares revelam que existe altos niveis de
variabilidade genética entre as espécies de D. infecunda (SANTOS et al., 2015). Além
disso, a classificacdo de espécies do género Diaporthe estad constantemente em

andamento (GOMES et al., 2013).

Uma outra caracteristica que deve ser levada em consideragdo sdo os aspectos
morfoldgicos. Neste sentido, as caracteristicas das culturas de D. infecunda crescido em
meio BDA sdo a coloracdo do micélio superficial com manchas castanhas e coloragao
branca no reverso, e quando crescido no meio MEA superficie em tom branco sujo com
reverso ambar (GOMES et al.,, 2013), caracteristicas que foram verificadas no
crescimento do isolado Diaporthe infecunda LGMF694 (Figura 16) utilizado no presente
estudo. As caracteristicas morfoldgicas de Diaporthe t€m correspondéncia com a
filogenia de analise multilocus, como exemplo D. eres cujas colonias frequentemente
segregam pigmentos olivaceos cinza e apresentam conidios alfa curtos e em forma de

bastonete, que os diferem de isolados de outros clados (GUO et al., 2020).
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5 CONCLUSOES

Mesmo com os avangos na agricultura e o melhoramento genético, as doengas
ainda sdo um fator limitante na producdo e comercializagdo de diversas culturas. Dessa
forma, a bioatividade apresentada pelos endofitos de aroeira e seus metabolitos contra
fitopatégenos poderdao ser explorados para o manejo integrado de doencas,

representando uma alternativa de controle.

O screening de fungos endofiticos oriundos de folhas de Schinus terebinthifolius
demonstrou que endoéfitos, principalmente do género Diaporthe, apresentam atividade
antagénica contra os fitopatégenos Fusarium graminearum, P. tritici-repentis e

Phomopsis sojae.

O extrato metanoélico do isolado Diaporte infecunda LGMF694 obtido de uma
placa de co-cultivo do endofito com o F. graminearum ¢é capaz de inibir de forma

expressiva o crescimento micelial deste fitopatogeno in vitro.

O isolado LGMF694 foi identificado como Diaporthe infecunda através de uma
analise multilocus das regidoes ITS, CAL, HIS, TEF1 e TUB condizente com as

caracteristicas macroscopicas do microrganismo.

Ademais, tanto os fungos endofiticos de aroeira quanto os compostos
responsaveis por sua bioatividade poderdo servir como fonte para exploragdao do
potencial biotecnologico pela industria de produtos biologicos e de fungicidas

sintéticos.
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APENDICE IV — Perspectiva ampla da arvore de inferéncia bayesiana do alinhamento concatenado das regides ITS, TEF1, TUB, HIS e CAL de 236

mna

da em Diaporthella coryli

1 enraiza

i

isolado descr

a0 no clado 1, onde o

imag

the spp. E aprox

iapor.

lados de D
CBS 121124

1SO

to neste trabalho se agrupou. A arvore fo

Diaporthe LGMF694

Diaporthe pyracanthae CAA483
Diaporthe schoeni MFLU151279

Diaporthe serafiniae BRIP55665a

Diaporthe sackstonii BRIP54669b
Diaporthe acericola MFLUCC 170956

Diaporthe beilharziae BRIP54792

Diaporthe infecunda CBS133812
Diaporthe leucospermi CPC2956

Diaporthe acaciarum CBS138862

Diaporthe middletonii BRIP54884e
Diaporthe caryae CFCC52563

*

0,95/64
0,51/--

0,99/1?2‘
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