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RESUMO 
      
NAVA, Francine Falcão de Macedo. Controle de fitopatógenos por fungos endofíticos 
de aroeira: ação de um isolado de Diaporthe sobre Fusarium graminearum. 99 f. 
Dissertação (Mestrado em Agronomia) – Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, 
2020. 
 

O sistema agrícola necessita de revisão e aprimoramento constantes dos métodos 

de controle de fitopatógenos, uma vez que a resistência genética e o uso de agrotóxicos 

perdem eficiência de inibição do desenvolvimento dos agentes etiológicos de doenças. 

Microrganismos como os endofíticos de plantas medicinais com bioatividade podem ser 

alternativa para este controle. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi 

prospectar fungos endofíticos de Schinus terebinthifolius (aroeira) quanto à capacidade 

de controlar o crescimento de fitopatógenos. Para a seleção do microrganismo mais 

promissor foi realizado um screening com 15 endófitos por teste de cultura pareada 

contra os patógenos Fusarium graminearum, Pyrenophora tritici-repentis e Phomopsis 

sojae. Os quinze fungos apresentaram atividade antifúngica e endófitos do gênero 

Diaporthe reduziram de forma significativa o crescimento dos três patógenos. O isolado 

de Diaporthe LGMF694 foi selecionado como o mais promissor dentre os isolados 

avaliados. Portanto, a partir dele foram obtidos extratos metanólicos brutos que tiveram 

a bioatividade de controle do desenvolvimento de F. graminearum testada in vitro por 

difusão em ágar e in vivo por testes em sementes de trigo. Um dos extratos brutos do 

Diaporthe LGMF694 manteve a inibição do crescimento micelial do patógeno em 

54,48% após 96 horas de contato. O fungo endofítico foi identificado através de análise 

multilocus das regiões do espaçador interno transcrito (ITS), e de parte dos genes do 

fator de elongação da tradução 1-α (TEF1), da β-tubulina (TUB), da histona H3 (HIS) e 

da calmodulina (CAL), como Diaporthe infecunda. Este estudo evidenciou a atividade 

antagônica de fungos endofíticos de aroeira sobre fitopatógenos, principalmente do 

gênero Diaporthe, sendo o extrato bruto do isolado LGMF694 capaz de controlar o 

crescimento micelial de F. graminearum in vitro. Assim, tanto os fungos endofíticos 

quanto os compostos responsáveis por sua bioatividade apresentam potencial 



 

biotecnológico a ser explorado pela indústria de produtos biológicos e de fungicidas 

sintéticos. 

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



ABSTRACT 
 
NAVA, Francine Falcão 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 INTRODUÇÃO 

O controle de doenças nas culturas agrícolas é realizado principalmente pelo 

emprego de agrotóxicos e pelo uso de cultivares resistentes, que, por vezes, são 

ferramentas inexistentes ou que tornam-se ineficientes. Uma das causas desta condição 

está relacionada ao fato de que o modelo agrícola utiliza fungicidas de forma 

indiscriminada e em larga escala, o que leva ao desenvolvimento de resistência desses 

microrganismos aos mecanismos de ação disponíveis. Ainda, a não existência de 

cultivares com resistência completa e a presença de determinadas raças fisiológicas dos 

patógenos agravam o quadro e inviabilizam o controle de algumas doenças. Os 

fitopatógenos Fusarium graminerum, Pyrenophora tritici-repentis e Phomopsis sojae 

são agentes etiológicos de doenças de plantas e apresentam casos de resistência a 

ingredientes ativos fungicidas, raças fisiológicas, estruturas de sobrevivência eficientes 

e/ou sobrevivência em restos culturais e, por isso, são de difícil controle. Dessa forma, a 

revisão e o aprimoramento dos métodos de inibição de seu desenvolvimento são 

frequentes objetos de pesquisas, assim como a necessidade de aplicação das novas 

alternativas.  

A prospecção de recursos naturais com potencial biotecnológico é uma estratégia 

promissora para o controle de doenças, principalmente se for considerada a vasta 

biodiversidade brasileira. Neste contexto, os microrganismos, dentre eles os endofíticos, 

apresentam capacidade de controlar fitopatógenos atuando por indução de resistência do 

hospedeiro, pela antibiose de metabólitos, pela competição por subsistência e por 

micoparasitismo. Dos mecanismos de controle induzidos pelos endófitos, a produção de 

compostos bioativos é uma via atrativa aos pesquisadores pelo potencial de aplicação 

biotecnológica que seus resultados podem gerar. Vale destacar que pesquisas desse 

âmbito realizadas no meio acadêmico encurtam e reduzem riscos para as indústrias no 
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processo de desenvolvimento e produção de novas estratégias de controle de doenças, 

sendo também de relevância para extensão universitária. 

Neste sentido e sabendo do potencial de produção de compostos com atividade 

antimicrobiana tanto de aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) como dos seus 

endófitos, teve-se por objetivo com esta dissertação prospectar fungos endofíticos de 

aroeira com capacidade de controlar o crescimento de fitopatógenos. De modo a 

verificar se esses microrganismos inibem o crescimento micelial de Fusarium 

gramineram, Pyrenophora tritici-repentis e Phomopsis sojae e avaliar se o extrato do 

fungo mais promissor apresenta capacidade de controlar o desenvolvimento de F. 

graminearum in vitro e em sementes de trigo. Ainda, teve-se o objetivo de realizar a 

identificação multilocus do fungo endofítico com maior potencial de controle do 

crescimento dos fitopatógenos. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA  

Nesta revisão serão apresentados conceitos relacionados ao controle de doenças 

de plantas, aos fitopatógenos utilizados neste estudo, às principais formas de controle 

destes agentes etiológicos e seus entraves. Em seguida serão abordados aspectos sobre 

endófitos, as possibilidades de emprego como agentes de controle biológico de 

fitopatógenos, seu uso em estudos de bioprospeccção, e informações sobre fungos 

endofíticos de Schinus terebenthifolius e do gênero Diaporthe.  

2.1 Controle de doenças de plantas 

Doença de planta é um fenômeno biológico que se dá por interferência 

prejudicial em processos fisiológicos que levam a planta a um desempenho anormal de 

funções vitais. O foco do estudo da fitopatologia é em doenças bióticas, ou seja, 

causadas por organismos transmissíveis que estabelecem relação de parasitismo com as 

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

Controlar uma doença é impedir que ela cause prejuízos. Na área agronômica, o 

objetivo desse controle é manter a cultura lucrativa. Isso pode ser feito através de 

prevenção e/ou de tratamento curativo que reduz(em) a incidência e/ou a severidade da 

patogênese, consequentemente diminuem os danos e perdas (KIMATI; BERGAMIN-

FILHO; AMORIM, 2011).  

Os princípios de controle de doenças são exclusão, erradicação, proteção, 

imunização, terapia, regulação e evasão (KIMATI; BERGAMIN-FILHO; AMORIM, 

2011). Eles são empregados através dos métodos de controle classificados em 

regulatório, cultural, biológico, físico e químico (AGRIOS, 2005, p. 294).   
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2.1.1 Fitopatógenos Fusarium graminearum, Pyrenophora tritici-repentis e 
Phomopsis sojae 

O fitopatógeno Fusarium graminearum causa a doença conhecida como giberela 

no trigo (Triticum aestivum), um problema para o cultivo deste cereal em diversos 

países com consequente elevada perda econômica (REIS; CASA, 2005). A infecção das 

sementes ocorre principalmente na inflorescência do trigo durante a antese por estímulo 

presente nas anteras (PARRY; JENKINSON; McLEOD, 1995). A sintomatologia 

(Figura 1) é caracterizada por descoloração da espigueta, onde pontuações alaranjadas 

que escurescem com o tempo são verificadas, há desordem das aristas e colonização de 

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

O principal problema associado a essa doença é a presença de micotoxinas, como 

a deoxinivalenol (DON), que tornam os alimentos prejudiciais à alimentação humana e 

animal (PARRY; JENKINSON; McLEOD, 1995). O fungo sobrevive em sementes, em 

restos culturais e/ou em hospedeiros alternativos, sendo de difícil controle e de elevado 

dano econômico (CASA et al., 2004). Além disso, a presença do fungo em sementes 

também pode servir como inóculo primário para podridão comum das raízes do trigo 

devido à passagem do patógeno para outras partes da planta, como colo, haste e raíz 

primária (GARCIA JUNIOR et al., 2008). Uma vez presentes na lavoura os respingos 

de chuva nos restos culturais onde estão os peritécios tornam-se uma forma de 

disseminação do patógeno (REIS; CASA, 2005).   

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

 
Fonte: Tibola, C.S. Embrapa Trigo, 2013. 
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O fungo Pyrenophora tritici-repentis é 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) são caracterizados por lesões que se iniciam por pontuações escuras 

e evoluem para necroses marrons com halo amarelo, característicos da produção de 

fitotoxinas que conferem patogenicidade ao fungo (REIS; CASA, 2005). Já foram 

descritas oito raças fisiológicas deste fungo, com capacidade de causar danos relevantes 

de rendimento por todo o mundo (LAMARI et al., 2003). Além disso, os conídios são 

levados a longas distâncias pelo vento (REIS; CASA, 2005) e os ascósporos sobrevivem 

em restos culturais, servindo como fonte de inóculo da doença (JORGENSEN; OLSEN, 

2007). 

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

 
Fonte: Santana, F. Embrapa Trigo, 2018. 
 

O fitopatógeno Phomopsis sojae é o agente causal da seca-da-haste e da vagem 

de soja (Figura 3), afetando a qualidade da semente, que é o meio de dispersão para 

áreas livres da doença (BALDUCCHI; MCGEE, 1987).  Esse fungo é capaz de suprimir 

a produção, causar senescência prematura, reduzir a qualidade da semente pela redução 

na germinação e diminuir a qualidade do óleo proveniente do grão processado pela 

indústria (SINCLAIR, 1993; MERILES et al., 2004). Práticas de manejo devem ser 

adotadas para seu controle devido a sobrevivência 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 Métodos de controle dos fitopatógenos Fusarium graminearum, Pyrenophora 
tritici-repentis e Phomopsis sojae 

O uso de cultivares resistentes para controle de giberela (F. graminearum) é 

amplamente relatado e muitos são os esforços na busca por genes e pela identificação de 

lócus quantitativos, porém características agronômicas, de qualidade e de resistência são 

controladas por poligenes e a seleção simultânea ainda é difícil (JIA et al., 2018). 

Assim, a eficiência deste método de controle é limitada pelo surgimento de raças 

fisiológicas que superem a resistência genética e por não existirem cultivares com 

resistência completa (DEUNER et al., 2015). No caso de P. tritici-repentis, genótipos 

de trigo resistentes à raça 1 já foram implantados nos Estados Unidos, entretanto, a 

resistência apresentada foi de apenas 50 a 75% (LAMARI et al., 2003); no Brasil ainda 

não há cultivares resistentes à mancha-amarela-do-trigo disponíveis (REIS; CASA, 

2005). Já para controle de P. sojae o emprego de cultivares resistentes tem sido 

satisfatório (COSTAMILAN et al., 2008). 

São poucos os relatos de sucesso com a utilização de agrotóxicos para o controle 

de giberela (PARRY; JENKINSON; McLEOD, 1995). Além disso, a aplicação de 

agrotóxicos pode resultar no depósito de resíduo químico nos grãos (KIMURA et al., 

2006). Mesmo para um produto eficiente no controle de giberela verificam-se 
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problemas associados ao momento da aplicação aérea (PARRY; JENKINSON; 

McLEOD, 1995). Para a mancha-amarela (P. tritici-repentis), o emprego do controle 

químico em larga escala é a principal forma de controle da doença, tanto como 

tratamento de sementes como para aplicação aérea (REIS; CASA, 2005). Phomopsis 

sojae tem sido controlado de forma eficaz com tratamento químico das sementes, 

rotação de culturas e adubação potássica (HENNING et al., 2014). O uso do controle 

químico no tratamento de sementes impede que o patógeno cause danos nas plântulas 

(PARRY; JENKINSON; McLEOD, 1995) e pode servir como forma de reduzir a 

quantidade de inóculo na área, desta forma, a menor inicidência nas sementes pode 

manter o peso dos grãos, o rendimento e a altura das plantas geradas (GILBERT et al., 

2005). 

Os tradicionais métodos de controle, dentre os quais estão o uso de cultivares 

resistentes e a aplicação de agrotóxicos, têm a capacidade de controlar doenças 

gradativamente reduzida (PAL; GARDENER, 2006) devido, principalmente, à 

resistência dos fungos fitopatogênicos aos agrotóxicos utilizados indiscriminadamente e 

em larga escala (BARDIN et al., 2015) e ao surgimento de raças fisiológicas que 

superam a resistência das cultivares (DEUNER et al., 2015). Além do fato de que as 

medidas de controle baseadas na proteção química nem sempre são eficazes elas ainda 

oneram o custo de produção. Também, vale destacar que, há necessidade de produtos 

com alta toxidez contra o patógeno e estabilidade em condições ambientais. O controle 

baseado em resistência genética não onera custos como o controle químico, entretanto 

para que haja resistência a doenças, por vezes é necessário renunciar à produtividade e 

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

Tanto a dificuldade de controle utilizando agrotóxicos, quanto a eficiência 

limitada do uso de resistência genética evidenciam a necessidade de busca por novas 

alternativas de controle dos fitopatógenos. Neste contexto insere-se o controle 

biológico, que faz uso de organismos antagônicos, dentre os quais os microrganismos 

endofíticos (DAGAMAC et al., 2008) produtores de metabólitos com atividade contra 

patógenos (NORILER et al., 2018) que podem revelar moléculas ainda não exploradas 
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com a capacidade de atuar tanto no controle direto quanto na indução de resistência dos 

hospedeiros.  

2.2 Endófitos 

Endófitos são microrganismos que realizam pelo menos uma etapa de seu ciclo 

vital em tecidos vegetais sem causar qualquer sintoma visível (SAIKKONEN et al., 

1998). Eles residem em todas as partes da planta e podem esporular na senescência do 

tecido (RODRIGUEZ et al., 2009). A associação de microrganismos endofíticos com 

plantas terrestres é datada de mais de 400 milhões de anos (KRINGS et al., 2007) e é 

baseada em uma relação de coevolução dos endófitos e das plantas caracterizada por 

mutualismo (SAIKKONEN et al., 2004). Nessa interação é possível a transferência de 

informação genética entre hóspede e hopedeiro, o endófito adapta-se ao hospedeiro que 

lhe garante proteção e nutrição, em contrapartida, o microrganismo protege as plantas 

de agentes estressantes (STROBEL, 2003) de origem biótica (HEIJDEN; 

HARTMANN, 2016) e abiótica (SCHULZ et al., 2002).  

Esses microrganismos podem ser transmitidos de uma planta à outra 

horizontalmente ou de forma vertical, e a colonização pode ser sistêmica ou local 

(SAIKKONEN et al., 1998). São divididos em endófitos clavicipitáceos, que infectam 

algumas gramíneas, e endófitos não clavicipitáceos, recuperados em plantas não 

vasculares, samambaias e semelhantes, coníferas e angiospermas (RODRIGUEZ et al., 

2009). No conceito de fungo endofítico caberiam ainda os patogênicos em período de 

latência (SAIKKONEN et al., 1998). Acredita-se que os fungos endofíticos de plantas 

lenhosas são uma evolução dos fungos fitopatogênicos pela íntima relação entre eles 

(CHADHA et al., 2015), visto que um mesmo gênero fúngico, como exemplo 

Diaporthe, é capaz de apresentar espécies endofíticas, saprofíticas e patogênicas para as 

plantas (GOMES et al., 2013). Entretanto, através de análises de genoma e 

transcriptoma, já foi demonstrado que, por mais que os fungos tenham conjuntos de 

genes relacionados à patogenicidade estes respondem a sinais derivados das plantas, que 

podem reprogramar a expressão dos genes fúngicos (O’CONNELL et al., 2012). 
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2.2.1 Endófitos como agentes de controle biológico 

Os microrganismos endofíticos desempenham função na evolução e na 

resistência a estresses da planta (YUAN; ZHANG; LIN, 2010). Como mutualistas que 

conferem proteção contra agressores bióticos, os endófitos podem auxiliar seus 

hospedeiros de quatro maneiras principais: por indução de resistência com elicitores que 

ativam as defesas intrínsecas das plantas, quando competem por nutrientes e espaço 

levando à exclusão de outros organismos, através do parasitismo direto e do 

antagonismo ou por antibiose de substâncias nocivas aos patógenos (CARD et al., 

2016). A proteção contra os patógenos pode ser o resultado do efeito combinado de 

diferentes mecanismos de ação e de diversos gêneros de endófitos (ROSENBLUETH; 

MARTÍNEZ-ROMERO, 2006). 

A resistência sistêmica induzida pela presença de endófitos é geralmente 

associada à rota do ácido jasmônico (AJ) e atua através do chamado priming ou “estado 

de alerta”, em que o acúmulo de fatores de transcrição e de proteínas de sinalização nas 

células ficam inativos até um ataque (BASTIAS et al., 2017a; IASON; TAYLOR; 

HELFER, 2018). Essa modificação de defesa é consequência de interações moleculares 

que ocorrem durante o estabelecimento da simbiose entre a planta e o endófito 

(BASTIAS et al., 2017a).  

Há transcrição reprogramada da planta quando em simbiose com endófitos, 

como evidenciado na modificação de 38% dos genes de plantas de azevém (Lolium 

perene var. lolii) quando colonizado pelo fungo Epichloë festucae, aumentando os 

precursores de AJ (BASTIAS et al., 2017b) e na ativação de genes que demonstram 

atividade de defesa sistêmica (WALLER et al., 2008). Além disso, pode ocorrer 

aumento na expressão de proteínas relacionadas à patogênese, como PR2, PR6, PR15 e 

PR16 (JI; GURURANI; CHUN, 2014); na atividade de enzimas como quitinase, 

peroxidase, glucanase, celulase (YEDIDIA et al., 2000) fenilalanina amônia-liase, 

polifenol oxidase, superóxido dismutase, peroxidase, ascorbato peroxidase e peroxidase 

de guaiacol (SINGH; GAUR, 2017), lipoxigenase, catalase e aminociclopropano-

carboxilato-oxidase (CABANÁS et al., 2014), e maior deposição de lignina e de 
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celulose (MEJÍA et al., 2014). Estas respostas podem ser sistêmicas, como evidenciado 

pelo desencadeamento de respostas na parte aérea de oliveiras colonizadas por bactérias 

nas raízes (CABANÁS et al., 2014) e, também pela presença de bactérias endofíticas 

em porções de raízes separadas fisicamente das porções onde foi feita a inoculação 

destas (LIU et al., 2018). 

Os endófitos são capazes de biossintetizar metabólitos secundários que atuam na 

colonização das plantas (ROSENBLUETH; MARTÍNEZ-ROMERO, 2006) e podem 

ser tóxicos para insetos, patógenos (BASTIAS et al., 2017a) e algumas algas (TAN; 

ZOU, 2001). Um dos grupos químicos produzidos pelos endófitos e amplamente 

relatado é o dos alcaloides, com atividade de defesa contra fungos e insetos (ALY et al., 

2010). Também há registro de produção de esteroides, terpenoides (sesquiterpenos, 

diterpenos, monoterpenos) derivados de isocumarina, quinonas, flavonoides, 

fenilpropanoides e ligninas, peptídeos, fenol e ácidos fenólicos, compostos alifáticos, 

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

A exemplo disso, metabólitos produzidos por Diaporthe cf. heveae LGMF1631 

inibiram em 90% o crescimento micelial de Phyllosticta citricarpa e em 70% de 

Colletotrichum abscissum (NORILER et al., 2018). Compostos orgânicos voláteis 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 endofítico 

Diaporthe terebinthifolii contendo compostos identificados como verbanol, álcool 

feniletílico, hexadecanoato de metilo e isoverbanol foi eficaz no controle de Phyllosticta 

citricarpa (TONIAL, 2017) e substâncias possivelmente alelopáticos suprimiram a 

proliferação de nematoides em lesões radiculares (STURZ; KIMPINSKI, 2004). Os 

endófitos podem ainda produzir compostos indutores de crescimento como o ácido 

indol-1,3-acético (AIA) e auxiliar na fixação de nitrogênio (SZILAGYI-ZECCHIN et 

al., 2014).  

No contato direto entre endófito e patógeno 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 patógeno podem ser observadas 

(VINAYARANI; PRAKASH, 2018; PRETO et al., 2017) ou pela competição 

(RIBEIRO et al., 2018), mesmo sem a indução de mecanismos de defesa, como 

proteínas relacionadas à patogênese (SOUZA et al., 2008). A competição e o 

parasitismo direto requerem contato entre endófito e patógeno, o que faz desses 

mecanismos pouco frequentes, uma vez que o endófito e o patógeno tem muito pouco 

ou nenhum contato direto (CARD et al., 2016), mesmo com a disseminação dos 

endófitos pelos feixes vasculares para caules e folhas (JI; GURURANI; CHUN, 2014), 

e pela atração dos mesmos por plantas que estão sendo atacadas por patógenos 

(SESSITSCH; REITER; BERG, 2004).  

A sobreposição de antibiose, competição e parasitismo direto dificulta a 

distinção entre os mecanismos de controle de patógenos por endófitos, mas representa a 

complexidade do sistema de inibição (LATZ et al., 2018). Apesar desta divisão didática 

em diferentes mecanismos, estes podem operar de forma combinada contra os 

patógenos, a exemplo dos fungos entomopatogênicos Beauveria bassiana e 

Metarhizium brunneum que atuam por competição e antibiose no controle de Fusarium 

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

2.2.2 Bioprospecção de metabólitos de endófitos 

A busca por novos compostos, enzimas, extratos e princípios ativos em diversas 

fontes biológicas é chamada de bioprospecção (STROBEL; DAISY, 2003). A partir do 

metabolismo secundário de microrganismos é possível encontrar compostos com 

atividade antiviral, anti-helmíntica, inibidores enzimáticos, nutracêuticos, herbicidas, 

inseticidas, antimicrobianos, entre outros compostos de interesse médico e agrícola 

(DEMAIN, 2014). As plantas e os microrganismos são importantes fontes de novas 

moléculas para combater patógenos, pois expressam moléculas bioativas de diferentes 

grupos químicos (SILVER, 2015). Na medicina, a bioprospecção é responsável por 75% 

de novos compostos com atividade contra doenças infecciosas (DEMAIN, 2014), a 

exemplo da penicilina isolada do fungo Penicillium por Fleming (FLEMING, 1941). Na 
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área agrícola, com ampla utilização, tem-se as estrobilurinas, cujas substâncias com 

atividade fungicida (estrobilurina A e B) foram primeiramente isoladas do 

basidiomiceto Strobilurus tenacellus (ANKE et al., 1977) e na sequência passaram a ser 

produzidas de modo sintético para comercialização e uso agrícola. 

Os endófitos apresentam ampla capacidade para bioprospecção, sendo capazes 

de fornecer novas soluções para problemas antigos de resistência a compostos químicos 

pelos microrganismos (STROBEL; DAISY, 2003). Eles biossintetizam metabólitos 

secundários, que, além de importantes para os processos de colonização das plantas 

(ROSENBLUETH; MARTÍNEZ-ROMERO, 2006), podem ser tóxicos para insetos, 

patógenos (BASTIAS et al., 2017a) e algumas algas (TAN; ZOU, 2001). Gramíneas em 

simbiose com endófitos são protegidas por alcaloides contra fungos e insetos (ALY et 

al., 2010).  

Compostos produzidos por endófitos podem controlar fitopatógenos, o isolado 

Trichoderma harzianum TharDOB-31, endofítico isolado do rizoma de açafrão 

(Curcuma longa), produz metabólitos bioativos com propriedades antimicrobianas 

contra Pythium aphanidermatum e Rhizoctonia solani (VINAYARANI; PRAKASH, 

2018). Ainda, os endófitos de Tagetes spp. introduzidos em batata foram capazes de 

suprimir a proliferação de nematoides das lesões radiculares, possivelmente através de 

alelopatia (STURZ; KIMPINSKI 2004). Outra forma de prospectar endófitos como 

controle biológico é inoculando os microrganismos nas plantas suscetíveis a patógenos 

(SANTOS et al., 2016). Mas o principal foco das pesquisas tem sido o relato quanto a 

produção de compostos que inibem o desenvolvimento de patógenos. 

2.2.3 Fungos endofíticos de Schinus terebenthifolius 

A planta Schinus terebenthifolius Raddi, da família Anacardiaceae, conhecida 

popularmente como aroeira apresenta propriedades bioativas atribuídas à atividade 

antimicrobiana de folhas, frutos e casca (DEGÁSPARI; 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 inibição 

do crescimento micelial de fitopatógenos, como Agrobacterium tumefaciens, 

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, Fusarium solani e Rhizoctonia solani 

(RHOUMA et al., 2009). 

A produção de substâncias de interesse agronômico pela aroeira pode estar 

atrelada à produção própria de compostos ativos ou pela presença de endófitos, visto 

que há comunicação da planta com esses microrganismos e um pode influenciar no 

metabolismo do outro (ALY et al., 2010). A comunidade endofítica de folhas da aroeira, 

composta principalmente por fungos do gênero Alternaria, Bjerkandera, 

Colletotrichum, Diaporthe, Penicillium e Xylaria, possui representantes com capacidade 

de produzir compostos antimicrobianos em condições de fermentação que controlam o 

crescimento de Staphylococcus aureus, Candida albicans e Pseudomonas aeruginosa 

(TONIAL et al., 2015). Além disso, um dos isolados endofíticos dessa planta, 

Diaporthe terebinthifolli, libera compostos que inibem a germinação de esporos do 

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

2.2.4 O gênero de fungos endofíticos Diaporthe 

O gênero Diaporthe, cuja fase anamórfica é conhecida como Phomopsis pertence 

ao filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotina, classe Sordariomycetes, subclasse 

Diaporthomycetidae, ordem Diaporthales, família Diaporthaceae (MYCOBANK, 2020). 

Para esse gênero de fungos são encontrados representantes fitopatogênicos, endofíticos 

e saprofíticos amplamente distribuídos e como hóspedes 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 à complexidade do gênero e ampla gama de hospedeiros, tem sido cada 

vez mais difícil identificá-lo em nível de espécie, uma vez que é um gênero polifilético 

que incorpora outros gêneros morfologicamente distintos (GAO et al., 2017). Mesmo 

utilizando o sequenciamento da região do espaçador transcrito interno (ITS) aliado a 

dados morfológicos a identificação não tem sido satisfatória (GOMES et al., 2013). Em 
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estudo sobre a filogenia e taxonomia do gênero Diaporthe Gomes et al. (2013) sugerem 

que sejam feitas análises multilocus para uma identificação de espécie mais robusta, 

através da combinação das regiões genômicas: espaçador transcrito interno (ITS), fator 

de alongamento da tradução 1-α (TEF1), β-tubulina (TUB), histona H3 (HIS) e 

calmodulina (CAL). 

Diaporthe é o gênero fúngico mais frequentemente isolado como endófito e tem 

a produção de metabólitos com bioatividade investigada, servindo assim de fonte para 

exploração de novos metabólitos secundários com potencial biotecnológico 

(UDAYANGA et al., 2011; SAVI; ALUIZIO; GLIENKE. 2019). Em estudo sobre a 

comunidade endofítica nos biomas pantanal e cerrado, no Brasil, fungos do gênero 

Diaporthe foram predominantes em ambos os biomas (NORILER et al., 2018). Foi 

também o gênero predominante (51,72%) como endófito de folhas de Tibouchina 

granulosa (GOLIAS et al., 2019). Vale destacar que Diaporthe é um gênero que se 

adapta a diferentes ambientes e condições (GOMES et al., 2013).  

Na bioprospecção de compostos produzidos pelo metabolismo secundário de 

endófitos de aroeira foi identificada a presença de diaportina e ortosporina no cultivo do 

fungo endofítico Diaporthe terebinthifolii (LGMF907), ambos compostos com 

comprovada ação antimicrobiana contra patógenos clínicos (MEDEIROS et al., 2018). 

Com outro isolado do mesmo gênero (LGMF658) foi constatada a presença de 

verbanol, álcool feniletílico, hexadecanoato de metilo e isoverbanol no extrato do fungo, 

o sinergismo entre esses compostos foi eficaz no controle do desenvolvimento do 

fitopatógeno Phyllosticta citricarpa (TONIAL, 2017). Além da atividade contra 

microrganismos, compostos obtidos de Diaporthe sp. apresentam outras atividades 

biológicas, como diaportois A e B que podem atuar como inibidores de metástase 

tumoral (NAKASHIMA et al. 2018), e diaporthichalasinand, um inibidor do CYP3A4 

(PORNPAKAKUL et al. 2007).  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

Inicialmente foi realizado o screening dos endófitos de Schinus terebinthifolius 

por teste de cultura pareada para selecionar o microrganismo com maior potencial de 

controle dos fitopatógenos. A partir do fungo selecionado foram obtidos extratos, que 

tiveram a bioatividade contra fitopatógenos testada in vitro por difusão em ágar e in vivo 

por testes em sementes de trigo. Para a identificação do microrganismo com maior 

potencial biotecnológico foi realizada uma análise multilocus da região do espaçador 

interno transcrito (ITS), de parte dos genes do fator de elongação da tradução 1-α 

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

3.1 Screening 

3.1.1 Microrganismos utilizados 

           Os fungos endofíticos prospectados na pesquisa foram isolados de folhas de um 

exemplar de aroeira cuja exsicata encontra-se no herbário do Departamento de Botânica 

da Universidade Federal do Paraná (UFPR) sob o registro UPCB-30848 (TONIAL, 

2010). Esses microrganismos pertencem à micoteca do BIOGEMM – Bioprospecção e 

Genética Molecular de Microorganismos da UFPR - e estão 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 região ITS (ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA) (TONIAL, 2010) como 

pertencentes aos gêneros Alternaria (LGMF626 e LGMF692), Bjerkandera 

(LGMF713), Diaporthe (LGMF625, LGMF651, LGMF658 LGMF627, LGMF653,  

LGMF694, LGMF695, LGMF700, LGMF701 e LGMF714) e Xylaria (LGMF673);  um 

isolado não identificado (LGMF659).  
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Os fungos fitopatogênicos utilizados nos ensaios de bioatividade foram 

identificados morfologicamente a partir do cultivo monospórico em meio de cultivo 

como Pyrenophora tritici-repentis e Fusarium graminearum oriundos de trigo (Triticum 

aestivum), e Phomopsis sojae obtido de soja (Glycine max). Esses microrganismos 

foram isolados de amostras vegetais sintomáticas e cedidos para a pesquisa pelo 

Laboratório de Fitopatologia da Universidade de Passo Fundo. 

3.1.2 Teste de cultura pareada 

A primeira etapa de seleção do fungo a ser prospectado foi realizada pelo teste de 

cultura pareada (BADALYAN; INNOCENTI; GARIBYAN, 2002). Os fungos 

fitopatogênicos e os endófitos foram cultivados em meio de cultivo batata-dextrose ágar 

(BDA) durante dez dias, após esse período foram confrontados em placas de Petri. 

Discos de micélio de 5 mm de diâmetro (Ø) de endófitos e patógenos foram repicados a 

4,5 cm de distância e dispostos em lados opostos nas placas de Petri contendo meio 

BDA (Figura 4).  

 

Figura 4 - Representação do teste de cultura pareada entre endófito e patógeno em placa 
de Petri 

 

Fonte: O Autor, 2019. 
 

As placas foram mantidas a 25 ºC com fotoperíodo de 12 horas em câmara 

incubadora. Foi mensurado o crescimento micelial dos patógenos com auxílio de régua 

em intervalos de 24 horas através da tomada de duas medidas em eixos ortogonais da 

colônia do fitopatógeno até que o patógeno atingisse as bordas da placa de controle. O 

fitopatógeno 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 inibição (PI) do crescimento micelial dos patógenos foi calculada de 

acordo com Quiroga, Sampietro e Vattuone (2001), através da equação (1), onde PC 

indica o crescimento do fitopatógenos na placa de controle negativo (sem a presença de 

endófito/tratamento) e PE representa o crescimento do fitopatógeno na placa contendo o 

endófito/tratamento.  

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

3.1.2.1 Análise estatística 

Os testes de cultura pareada foram realizados em delineamento inteiramente 

casualizado, com cinco repetições. Os resultados do crescimento micelial foram 

analisados utilizando o  programa RStudio (R CORE TEAM, 2019). Os resíduos não 

foram considerados normais de acordo com o teste de normalidade de Shapiro-Wilk (p≤ 

0,05). Sendo assim, realizou o teste de não-paramétrido de Kruskal-Wallis que utiliza 

um ordenamento global dos dados com atribuição de postos de acordo com os valores 

observados. 

3.2 Obtenção dos extratos 

O fungo endofítico Diaporthe LGMF694 selecionado no screening e o 

fitopatógeno Fusarium graminearum foram novamente confrontados em meio BDA por 

teste de cultura pareada (3.1.2). Deste co-cultivo, 24 horas após, foram coletadas três 

porções distintas do meio de crescimento dos microrganismos para o preparo dos 

extratos. Essas frações apresentavam sobre o meio de cultura: (I) crescimento micelial 

do endófíto, (II) ponto de intersecção sem conter crescimento micelial dos fungos 

confrontados, e (III) crescimento micelial do patógeno (Figura 5). Além dessas frações 

foi preparado um extrato do endófito crescido em meio BDA sem a presença do 

fitopatógeno. 

As frações I, II e III e o meio de cultivo contendo o endófito crescido sem a 

presença do patógeno foram macerados em metanol (CH3OH). Os resíduos sólidos 

foram separados utilizando papel filtro e as porções líquidas coletadas foram 
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concentradas em evaporador rotativo a 45 ºC para a obtenção dos extratos, que foram 

mantidos em estufa a 35 ºC até o solvente evaporar por completo. Os rendimentos 

foram quantificados com auxílio de uma balança de precisão e, posteriormente os 

extratos foram ressuspendidos em metanol:água (1:4) na concentração de 1 mg/mL para 

utilização nos ensaios in vitro e in vivo. 

Figura 5 - Representação dos locais de coleta das frações nas placas de confronto entre 
endófito e patógeno para a obtenção dos extratos a serem avaliados 

 
Fonte: O Autor, 2019. 
 
Leganda: (I) crescimento micelial do endófíto, (II) ponto de intersecção sem conter crescimento micelial 
dos fungos confrontados, e (III) crescimento micelial do patógeno. 
 

3.3 Bioatividade dos extratos 

A bioatividade dos extratos obtidos a partir do endófito selecionado no screening 

foi avaliada in vitro pela metodologia de difusão em ágar e in vivo pelo tratamento de 

sementes de trigo. 

3.3.1 Teste de difusão em ágar 

Para avaliar a capacidade dos extratos em controlar o crescimento micelial de F. 

graminearum 100 μL de cada tratamento foram pipetados sobre a superfície do meio 

BDA em placa de Petri, espalhado uniformemente com uma alça de Drigalski e, após 

absorção completa do tratamento pelo meio, um disco de micélio do fitopatógeno (Ø 

de 5 mm) foi inoculado no centro da placa. Medidas em eixos ortogonais da colônia do 

fungo foram tomadas a cada 24 horas durante 96 horas. A porcentagem de inibição foi 
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calculada conforme equação (1), em que se comparou o diâmetro da colônia na 

presença dos tratamentos em relação ao controle com o solvente metanol. 

3.3.1.1. Análise estatística 

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado. Para cada teste de 

difusão em ágar foram realizadas cinco repetições por tratamento. O experimento foi 

repetido por três vezes. Os dados conjuntos foram submetidos à análise de variância 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 inoculação do fitopatógeno nas sementes 

O uso de restritores hídricos em substratos utilizados para inocular fungos em 

sementes é um procedimento eficaz para controlar a germinação antecipada das 

sementes sem prejudicar o desenvolvimento dos fungos e da semente (COSTA et al., 

2003; FALLEIRO et al., 2010). 

Para a inoculação de Fusarium graminearum nas sementes de trigo foi 

necessário realizar um ajuste metodológico em vista da não existência de refêrencia para 

esse ensaio com uso de restritor hídrico. Sendo assim, preparou-se meio de cultivo BDA 

acrescido das diferentes quantidades do restritor hídrico 1,8, 8,8, 15,7, 22,5 e 29,1 g 

manitol em 500 mL BDA para alcançar os potenciais hídricos de –0,4, –0,6, –0,8, –1,0 e 

-1,2 MPa, respectivamente. O tratamento controle, sem adição de manitol, correspondeu 

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

O crescimento micelial foi avaliado a partir de um disco de micélio do 

fitopatógeno (Ø 5 mm) inoculado no centro de cada placa. As medidas foram realizadas 

a cada 24 horas tomando-se medidas (cm) em eixos ortogonais da colônia do fungo com 

auxílio de uma régua. Após o crescimento do micélio em toda a placa de Petri sementes 
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de trigo da cultivar TBIO Sonic  (Biotrigo Genética) previamente submetidas à 

antissepsia com hipoclorito de sódio 1% por dois minutos seguida de três lavagens em 

água estéril e secagem a temperatura ambiente foram colocadas sobre a colônia. As 

sementes ficaram em contato com o micélio do patógeno por 12, 24, 36, 48 e 60 h. 

Depois de retiradas do contato direto com o patógeno as sementes passaram por 

secagem a temperatura ambiente e em seguida foram testadas quanto à germinação e à 

sanidade.  

Para avaliar a porcentagem de germinação duzentas sementes foram 

acondicionadas em papel mata-borrão umedecido com água estéril em 2,5 vezes o peso 

do papel e armazenados em incubadora do tipo DBO (Demanda Bioquímica de 

Oxigênio) a 25 ºC e fotoperíodo de 12 horas. A primeira e segunda contagem do 

número de sementes germinadas foram realizadas após 4 e 8 dias, respectivamente 

(BRASIL, 2009 com adaptações). A sanidade de 200 sementes foi avaliada através da 

disposição destas em caixas gerbox contendo papel mata-borrão umedecido com água 

estéril em 2,5 vezes o peso do papel e armazenados em incubadora do tipo DBO a 25 ºC 

e fotoperíodo de 12 horas, após 7 dias foi verificado o crescimento de micélio aéreo nas 

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

Com esse ensaio foi determinada que o potencial hídrico do meio de cultura para 

inoculação do patógeno deve ser de -1,0 MPa. Uma vez que o ponto máximo de 

crescimento do fungo no tempo foi entre -0,8 e -1,06 MPa. Na condição de -1,0 MPa a 

manutenção da germinação das sementes foi de 92% em contato com o patógeno por 12 

horas. Além disso, e a porcentagem de inoculação de F. graminearum nas sementes de 

trigo nesta condição foi de 100% (Apêndice I). 

3.3.2.2. Avaliação 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) após elas terem 

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

item 3.3.2.1). 

Os tratamentos utilizados foram: T1 = extrato obtido da fração I do co-cultivo; 

T2 = extrato do crescimento do endófito na ausência do patógeno; T3 = controle 

negativo de metanol:água (1:4); T4 = controle positivo com o fungicida Standak  Top 

(BASF 2,5% m/v de piraclostrobina, 22,5% m/v de tiofanato metílico 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 recomendação do produto comercial) que foram pipetados sobre 

sementes acondicionadas em sacos plásticos. As misturas foram homogeneizadas 

delicadamente. Acrescentou-se um controle de germinação, de sanidade e de 

emergência de plântulas, nos quais as sementes não foram inoculadas e nem tratadas. 

Após secagem, as sementes foram submetidas aos testes de germinação e de sanidade 

(conforme descritos no item 3.2.3.1) e ao teste de emergência de plântulas, no qual as 

sementes foram colocadas para germinar a 1,5 cm de profundidade em solo em 

recipientes estéreis e foram contabilizadas quanto à emergência das plântulas após 12 

dias.  

3.2.3.3 Análise estatística 

Para o ajuste da metodologia de inoculação utilizou-se oito repetições para o 

crescimento micelial e 4 repetições de 50 sementes para os testes de germinação e de 

sanidade. Fez-se análise de regressão utilizando o  programa RStudio (R CORE TEAM, 

2019). 

Na avaliação da atividade dos extratos foram utilizadas 4 repetições de 50 

sementes para o teste de germinação e de sanidade, e 13 repetições de 16 sementes para 

o teste de emergência de plântulas. Os resultados de germinação foram analisados pelo 

teste de Kruskal-Wallis (não-paramétrico), uma vez que os resíduos não foram 

considerados normais de acordo com o teste de normalidade dos resíduos de Shapiro-
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Wilk (p≤ 0,05). Os resultados do teste de sanidade estão apresentados em histograma 

construído no SigmaPlot. Os resultados do teste de emergência de plântulas foram 

analisados pelo teste de Tukey (p≤ 0.05). Todos os testes estatísticos foram realizados 

no programa RStudio (R CORE TEAM, 2019).  

3.4 Identificação do fungo endofítico 

O isolado Diaporthe LGMF694 foi cultivado durante três dias a 28 ºC em BDA 

coberto com celofane esterilizado. A extração de DNA foi realizada de acordo com 

Raeder e Broda (1985). Para o sequênciamento 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, espaçador interno transcrito (ITS), fator de elongação da 
tradução 1-α (TEF1), calmodulina (CAL), histona H3 (HIS) e β-tubulina (TUB) 

Região Primer Referência 

ITS ITS1 e  
ITS4 (WHITE et al., 1990)  

TEF1 EF1-728F e  
EF1-986R  (CARBONE; KOHN, 1999)  

CAL  CAL-228F e 
 CAL-737R  (CARBONE; KOHN 1999).  

HIS CYLH3F e  
H3-1b  

(CROUS et al. 2004; GLASS; 
DONALDSON, 1995) 

TUB T1 e  
Bt-2b  

(O’DONNELL; CIGELNIK, 1997; GLASS; 
DONALDSON 1995) 

O volume total da reação foi de 12 μL, composto por 1,25 μL de tampão, 8,275 

μL de água, 0,25 μL de cada primer, 0,5 μL de DNTP, 0,375 μL de MgCl2, 0,1 μL da 

enzima Taq DNA polimerase e 1 μL de DNA. As condições da PCR foram iniciadas por 

5 minutos a 94 ºC seguida de 35 ciclos de 30 segundos a 95 ºC, o anelamento foi feito 

por 30 segundos a 55 ºC para TEF1, TUB e HIS e a 58 ºC para a CAL, a temperatura de 

alongamento foi de 72 ºC por 45 segundos para TEF1 e CAL e por 2 minutos para TUB 

e HIS, a reação foi finalizada por 5 minutos a 72ºC e resfriada a 4 ºC. Para a região ITS 

foram utilizados 32 ciclos de 30 segundo a 96 ºC, para o anelamento utilizou-se 58 ºC 
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por 45 segundos e 72 ºC por 45 segundos para alongamento. As reações foram 

purificadas enzimaticamente com Exo1 e FastAPTM e sequenciadas com o Kit BigDye® 

Terminator v3.1. As reações das regiões TEF1, CAL, TUB e HIS foram purificados 

utilizando o polímero Sephadex G50 e as leituras da reação foram feitas utilizando o 

sequenciador automático ABI3500® (Applied Biosystem). As leituras das reações da 

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

As sequências de cada região foram analisadas no programa MEGA X (KUMAR 

et al., 2018) e BioEdit (HALL, 1999) para obtenção das sequências 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 próxima. Após essa 

análise sequências de material type de espécies do gênero Diaporthe acessadas através 

do Mycobank (http://www.mycobank.org/) foram selecionadas. Sequências de 235 

isolados (Apêndice II) mais o isolado LGMF694 e as sequências de espécies do 

complexo Diaporthe sojae foram alinhadas utilizando o serviço MAFFT v.7 online 

(http://mafft.cbrc.jp/alignment/server) e foram concatenadas através da ferramenta 

SequenceMatrix (VAIDYA; LOHMAN; MEIER, 2011). 

Para determinação do melhor modelo evolutivo (Apêndice III) para as análises 

de inferência Bayesiana e Máxima verossimilhança utilizou-se a ferramenta jModelTest 

2 (DARRIBA et a., 2015). As árvores foram geradas com as ferramentas MrBayes 3.2.6 

(RONQUIST et al., 2012) e GARLI 2.01 (ZWICKL, 2006). Para inferência Bayesiana a 

análise de quatro cadeias, uma fria e três quentes, foi iniciada em paralelo a partir de 

uma topologia de árvore aleatória e durou até o desvio padrão médio das frequências 

divididas ficar abaixo de 0,01. As árvores foram salvas a cada 1.000 gerações e os 

bootstraps foram sumarizados com a ferramenta Sumtrees (SUKUMARAN; HOLDER, 

2010). Os valores de probabilidade a posteriori e dos bootstraps foram calculados após 

o descarte dos primeiros 25% de árvores geradas.  

As análises de inferência Bayesiana, Máxima verossimilhança e a determinação 

do modelo evolutivo foram executadas na plataforma CIPRES Science Gateway v.3.3. 

(MILLER; PFEIFFER; SCHWARTZ, 2010). A árvore filogenética resultante de cada 
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teste foi plotada com o 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 

análise filogenética com base em sua posição na família Diaporthales (VASILYEVA; 

ROSSMAN; FARR, 2007) e a espécie Diaporthe amygdali foi utilizada como outgroup 

na análise filogenética da árvore do Complexo D. sojae (GUO et al., 2020). As 

sequências das regiões ITS, CAL, HIS, TUB e TEF1 do endófito Diaporthe infecunda 

LGMF694 foram depositadas na base de dados do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) e 

possuem os respectivos números de acesso: MT124506, MT274577, MT274693, 

MT274715 e MT276224. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O controle biológico faz uso de organismos antagônicos, dentre os quais estão 

fungos e bactérias endofíticos produtores de metabólitos ativos (DAGAMAC et al., 

2008). Com esse propósito foi realizado um screening de fungos endofíticos 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 patógeno in vitro. O fungo endofítico foi identificado através de uma 

análise multilocus das regiões CAL, HIS, ITS, TEF1 e TUB como Diaporthe infecunda. 

4.1 Screening dos endófitos 

Dos quinze endófitos que tiveram a atividade antagônica contra os fitopatógenos 

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 endófitos que exerceram controle 

estatisticamente superior sobre os fitopatógenos até o tempo máximo de avaliação são 

do gênero Diaporthe, LGMF694 contra F. graminearum (38,2%), LGMF651 contra P. 

tritici-repentis (65,7%) e LGMF651 contra P. sojae (15,8%) (Apêndice VI). Apesar do 

controle de LGMF651 contra dois dos fitopatógenos, a porcentagem de inibição de P. 

sojae foi baixa e ele não apresentou atividade contra F. graminearum. Enquanto que, o 

isolado LGMF694 inibiu em 38,2%, 50,0% e 15,8% o crescimento micelial dos 

fitopatógenos F. graminearum, P. tritici-repentis e P. sojae, respectivamente. Com 

destaque para o controle de F. graminearum, um fungo de difícil controle (JIA et al., 

2018). 
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Figura 6 - Crescimento micelial (cm) de Fusarium graminearum após 48, 72 e 96 horas 
de confronto com isolados de fungos endofíticos oriundos de Schinus terebinthifolius 

 
Fonte: Dados do autor, 2018. 
 
Nota: Média ± desvio padrão (n=5). Letras distintas sobre as colunas indicam diferença estatística pelo 
teste de Kruskal-Wallis (p<0.05). 
 
Figura 7 - Crescimento micelial (cm) de Pyrenophora tritici-repentis após 48, 72, 96, 
120 e 144 horas de confronto com isolados de endófitos de Schinus terebinthifolius 

 
Fonte: Dados do autor, 2018. 
 
Nota: Média ± desvio padrão (n=5). Letras distintas sobre as colunas indicam diferença estatística pelo 
teste de Kruskal-Wallis (p<0.05). 
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Figura 8 - Crescimento micelial (cm) de Phomopsis sojae após 48 e 72 horas de 
confronto com isolados de fungos endofíticos oriundos de Schinus terebinthifolius 

 
Fonte: Dados do autor, 2018. 
 
Nota: Média ± desvio padrão (n=5). Letras distintas sobre as colunas indicam diferença estatística pelo 
teste de Kruskal-Wallis (p<0.05). 

O isolado Diaporthe LGMF694 inibiu em 50,0% o crescimento micelial de F. 

graminearum após 48 horas de confronto mantendo a capacidade de inibição em 38,2% 

após 96 horas (Figura 9). Os fungos LGMF695 e LGMF701, também do gênero 

Diaporthe, controlaram o crescimento deste fitopatógeno em 37,64% e 34,11% 

respectivamente, 96 horas após o confronto (Apêndice VI). 

Figura 9 - Ensaio de pareamento entre o fitopatógeno Fusarium graminearum e o fungo 
endofítico Diaporthe LGMF694 após 72 horas de confronto 

 
Fonte: O Autor, 2018. 
 
Legenda: A – crescimento micelial do fitopatógeno Fusarium graminearum. 
                B – confronto entre o fitopatógeno (à esquerda) e o isolado Diaporthe LGMF694 (à direita). 



 

 

 

FRANCINE FALCÃO DE MACEDO NAVA 39 

 

 

Os resultados mais promissores no controle do crescimento micelial de 

Pyrenophora tritici-repentis foram obtidos com os isolados LGMF659 (não 

identificado) (Figura 10) e LGMF651 (Diaporthe) cujas porcentagens de inibição foram 

de 70,0% e 65,71%, respectivamente após 144 horas do pareamento (Apêndice VI).  

Figura 10 - Ensaio de pareamento entre o fitopatógeno Pyrenophora tritici-repentis e o
fungo endofítico isolado não identificado LGMF659 após 144 horas de confronto 

 
Fonte: O Autor, 2018. 
 
Legenda: A – crescimento micelial do fitopatógeno Pyrenophora tritici-repentis. 
                B – confronto entre o fitopatógeno (à direita) e o isolado LGMF659 (à 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 

após 72 horas de confronto (Figura 11; Apêndice VI).  

Figura 11 - Ensaio de pareamento entre o fitopatógeno Phomopsis sojae e o fungo 
endofítico isolado Diaporthe LGMF651 após 72 horas de confronto 

 
Fonte: O Autor, 2018. 
 
Legenda: A – crescimento micelial do fitopatógeno Phomopsis sojae. 
                B – confronto entre o fitopatógeno (à esquerda) e o isolado Diaporthe LGMF651(à direita). 
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Outros trabalhos reforçam as evidências obtidas nessa pesquisa, fungos 

endofíticos são fontes interessantes para a bioprospecção de agentes microbianos para o 

controle de fitopatógenos. A inibição do desenvolvimento de Fusarium já foi relatada 

quando confrontado com endófito do gênero Diaporthe oriundo de Sapindus saponaria, 

ao qual se associou o controle à ativação de enzimas como amilase, pectinase e celulase 

(SANTOS et al., 2019).  

Gêneros de endófitos, como Aspergillus sp., também demonstraram capacidade 

de inibição de Fusarium oxysporum (DAGAMAC et al., 2008). Um isolado de 

Streptomyces sp. DEF09 foi capaz de reduzir F. graminearum pelo bloqueio do 

crescimento do patógeno no local da infecção, reduzindo a severidade da doença em 

60% (COLOMBO et al., 2019). Endófitos dos gêneros Epicoccum e Sordaria reduziram 

os níveis de zearalenona, micotoxina de F. graminearum, em milho (ABDALLAH et 

al., 2018). Bacillus halotolerans, um endófito de tamarareira, apresentou atividade 

antagônica contra 16 isolados de Fusarium (BEN SLAMA et al., 2019a). Ainda, 

Bacillus licheniformis, endofítico de Limoniastrum monopetalum, além de promotor de 

crescimento exerceu biocontrole contra 14 espécies patogênicas de Fusarium (BEN 

SLAMA et al., 2019b).  

O controle de Pyrenophora por endófitos já foi demonstrado em gramíneas 

(CHRISTENSEN, 1996). Ainda, a presença do gênero Acremonium como endófito de 

Brachiaria brizantha reduziu o número de lesões de Pyrenophora e a taxa de 

inoculação das folhas (KELEMU et al., 2001). Em outro estudo, isolados de bactérias 

endofíticas de soja também demonstraram atividade antagônica ao crescimento de P. 

sojae, sendo observado que os gêneros Bacillus sp. e Burkholderia sp. tiveram sua 

atividade relacionada a presença de peptídeos (LOPES et al., 2018). 

O potencial de inibição apresentado nos resultados deste estudo, o conhecimento 

do gênero do endófito e característica de crescimento do fitopatógeno Fusarium 

graminearum direcionaram a continuidade da pesquisa sobre a capacidade do fungo 

endofítico Diaporthe sp. LGMF694 em controlar esse fungo patogênico. 
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4.2 Bioatividade de extratos 

4.2.1 Teste de difusão em ágar 

O extrato obtido da fração I do co-cultivo do fungo endofítico de aroeira 

Diaporthe sp. LGMF694 com F. graminearu reduziu significativamente o crescimento 

micelial desse fitopatógeno in vitro (Figuras 12 e 13) nas três repetições do 

experimento.  

Figura 12 - Desenvolvimento micelial de Fusarium graminearum em contato com a
fração I do extrato do fungo endofítico LGMF694 de co-cultivo após 96 horas 

 
Fonte: O Autor, 2019.  
 
Legenda: A – crescimento micelial do fitopatógeno F. graminearum no tratamento controle negativo, meio 

de cultura BDA acrescido apenas de água destilada e esterilizada. 
                B – crescimento micelial do fitopatógeno em meio de cultura BDA acrescido da fração I do 

extrato do endófito Diaporthe LGMF694. 
 

Foi verificado que o crescimento micelial do patógeno quando exposto à fração I 

do extrato de Diaporthe LGMF694 foi estatisticamente inferior ao controle com o 

solvente metanol. Na média dos três experimentos a porcentagem de inibição dessa 

fração sobre o fitopatógeno foi de 57,45% após 48 horas de contato, de 54,42% após 72

horas de contato e de 53,48% após 96 horas de contato (Figura 13; Apêndice VII).

Extratos deste mesmo isolado também já demonstraram atividade na redução do 

crescimento de Pseudomonas aeruginosa (TONIAL et al., 2015). E metabólitos 

produzidos por esse gênero fúngico também influenciam no desenvolvimento de outros 

fitopatógenos, o extrato do cultivo de Diaporthe cf. heveae LGMF1631 inibiu em 90% o 
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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 endofítico de aroeira Diaporthe
LGMF694 com o fitopatógeno em ensaio de difusão em ágar 

 
Fonte: Dados do autor, 2019. 
 
Legenda: Água – controle negativo com água estéril. 

Metanol – controle negativo com o solvente. 
Fração I – crescimento micelial do endófito Diaporthe LGMF694 em confronto com o 
fitopatógeno. 
Fração II – ponto de intersecção sem conter crescimento micelial dos fungos confrontados .       
Fração III – crescimento micelial de Fusarium graminearum em confronto com o endófito. 
LGMF694 – endófito Diaporthe LGMF694 crescido sem a presença do fitopatógeno. 
Metanol:Água – controle do solvente. 
 

Nota: Média dos três experimentos ± desvio padrão (n=5). Letras distintas sobre as colunas indicam 
diferença estatística pelo teste de Tukey (p≤ 0.05). 
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A inibição de F. graminearum por extratos metanólicos do endófito Diaporthe 

LGMF694 é estatíticamente superior quando este é crescido em co-cultivo com o 

patógeno (57,45% após 48 horas) do que quando o endófito é crescido isolado (3,58% 

após 48 horas). Alterações em parâmetros de cultivo podem aumentar o número de 

metabólitos secundários disponíveis a partir de uma fonte microbiana (BODE et al., 

2002). O co-cultivo tenta imitar condições de ambiente em que os organismos coexistem 

e por vezes permite a produção de diversos compostos envolvidos na antibiose 

(MARMANN et al., 2014). Clusters gênicos demonstram atuar em regulação específica 

que permitem a produção de metabólitos por microrganismos (WIEMANN et al., 2013) 

quando na condição adequada estes clusters gênicos podem ainda potencializar a 

produção de substâncias 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, não danifica o embrião, entretanto, quando em condições favoráveis, pode atingir 

diferentes partes da planta, como raízes primárias, hastes e colo (GARCIA JUNIOR et 

al., 2008), necessitando assim de alternativas de controle para que as sementes não 

sirvam de fonte de inóculo primário para podridão comum das raízes. Além disso, o F. 

graminearum pode liberar micotoxinas nos grãos de trigo tornando-os prejudiciais à 

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

A ausência de tratamento de sementes, o tratamento com metanol:água, e com o 

extrato da fração I tiveram incidência de F. graminearum de 93%, 91,5% e 90,5%, 

respectivamente. Enquanto que, as sementes do controle de sanidade e do controle 

positivo tiveram incidência do patógeno de 5,5% e 8,5%, respectivamente (Figura 14). 

 



 

 

 

FRANCINE FALCÃO DE MACEDO NAVA 44 

 

 

Figura 14 - Incidência (%) de fitopatógenos no teste de sanidade de sementes de trigo 
cultivar TBIO Sonic  inoculadas com Fusarium graminearum sob diferentes 
tratamentos de sementes 

Fonte: Dados do autor, 2019. 
 
Legenda: Controle Negativo – sementes inoculadas e sem tratamento. 

Controle Positivo – fungicida Standak  Top. 
Controle Sanidade – sementes sem inoculação do patógeno. 
Fração I – crescimento micelial do endófito Diaporthe LGMF694 em confronto com o 
fitopatógeno. 
LGMF694 – endófito Diaporthe LGMF694 crescido sem a presença do fitopatógeno. 
Metanol:Água – controle do solvente. 

Utilizar o fungicida Standak  Top para tratar sementes de trigo inoculadas com F. 

graminearum garantiu germinação de sementes próxima ao controle da germinação 

79,5% e 81,5%, respectivamente. O extrato da fração I e o metanol:água foram inferiores 

estatisticamente ao controle positivo e ao controle de germinação, com 38,5% e 33,5%, 

respectivamente. O controle negativo e o endófito crescido sem a presença do 

fitopatógeno tiveram germinação de 23% e 26%, inferiores aos demais tratamentos 



 

 

 

FRANCINE FALCÃO DE MACEDO NAVA 45 

 

 

(Figura 15). 

Figura 15 - Germinação (%) de sementes de trigo cultivar TBIO Sonic  inoculadas com 
Fusarium graminearum sob diferentes tratamentos 

 
Fonte: Dados do autor, 2019. 
 
Legenda: Controle Germinação – sementes sem inoculação do patógeno. 

Controle Negativo – sementes inoculadas e sem tratamento. 
Controle Positivo – fungicida Standak  Top. 
Fração I – crescimento micelial do endófito Diaporthe LGMF694 em confronto com o 
fitopatógeno. 
LGMF694 – endófito Diaporthe LGMF694 crescido sem a presença do fitopatógeno. 
Metanol:Água – controle do solvente. 

 

Nota: Média ± desvio padrão. Letras distintas sobre as colunas indicam diferença estatística pelo teste de 
Kruskal-Wallis (p<0.05). 

Das sementes inoculadas que originaram mais plântulas emergidas, as tratadas 
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com o fungicida tiveram emergência de 47,59%, sendo que os demais tratamentos 

resultaram em emergência inferior a 28,84% (Tabela 2). Todos os tratamentos foram 

inferiores ao controle de emergência de plântulas. 

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

Tratameto Plântulas emergidas (%) 
Controle Emergência de Plântulas 87.98±12.87  a 

Controle Positivo 47.59±18.84  b 
Fração I 28.84±14.99  c 

Controle Negativo 28.36±12.91  c 
LGMF694 26.92±12.33  c 

Metanol:Água 26.92±18.11  c 
Fonte: Dados do autor 2019. 
 
Legenda: Controle Emergência de Plânutlas – sementes sem inoculação do patógeno.  

 Controle Positivo – fungicida Standak  Top. 
 Fração I – crescimento micelial do endófito Diaporthe LGMF694 em confronto com o 

fitopatógeno. 
 Controle Negativo – sementes inoculadas e sem tratamento. 
 LGMF694 – endófito Diaporthe LGMF694 crescido sem a presença do fitopatógeno. 
 Metanol:Água – controle do solvente. 

Nota: Média ± desvio padrão. Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferiram estatisticamente 
enter si pelo teste de Tukey (p≤ 0.05). 

Ao confrontar Fusarium graminearum com bactérias endofíticas de trigo 

verificou-se que a mesma capacidade antagônica verificada in vitro não teve 

correspondência na planta de trigo, assim os autores sinalizam a importância de 

incorporar gradientes ambientais em testes cujos resultados são dependentes de 

interações (WHITAKER; BAKKER, 2019).  

Da mesma forma no presente estudo, quando houve interação com mais fatores a 

fração I do extrato, que apresentou atividade antagônica in vitro, não manteve a mesma 

efetividade. Isso demonstra a necessidade de buscar alternativas para que a atividade 

evidenciada in vitro seja reproduzível in vivo. Além disso, a produção do extrato testado 

fez-se após 24 horas do confronto, o que pode ter resultado em menor concentração de 

metabólitos secundários. Desta forma, técnicas que favorecem a produção de compostos 

secundários pelo endófito podem ser otimizadas com vistas na efetivação do controle 
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também in vivo.  

4.3 Identificação do fungo endofítico 

A identificação do fungo endofítico isolado LGMF694 foi baseada em uma 

análise multilocus, que confirmou a presença do gênero Diaporthe associado à planta 

medicinal Schinus terebinthifolius. Este é o gênero fúngico mais frequentemente isolado 

como endófito, inclusive em plantas da flora brasileira (UDAYANGA et al., 2011; 

NORILER et al., 2018; SAVI; ALUIZIO; GLIENKE, 2019).  

A análise filogenética foi inicialmente realizada com sequências de 236 isolados 

do gênero Diaporthe com 2152 caracteres incluindo gaps (Apêndice II). Nesta análise 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; Apêndice 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 ágar. 
B – verso da placa de Petri com o isolado LGMF694 crescido em meio de cultivo batata 
dextrose ágar. 
C – reverso da placa de Petri com o isolado LGMF694 crescido em meio de cultivo extrato de 
malte ágar. 
D – verso da placa de Petri com o isolado LGMF694 crescido em meio de cultivo extrato de 
malte ágar. 
 

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) já formaram clados em 

outros estudos. Entretanto, apesar da proximidade na árvore filogenética, os isolados D. 

acaciarum e D. middletonii, já foram identificados como pertencentes à 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 árvore de inferência bayesiana do alinhamento concatenado das 
regiões do espaçador interno transcrito, parte dos genes do fator de elongação da 
tradução 1-α, da β-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 bootstrap (ML ≥ 50%) são indicados nos nós (PP/ML), o asterisco indica 
1/100% (PP/ML). Ao lado do nome da espécie estão listados os códigos dos isolados. A 
árvore foi enraizada em Diaporthella corylina CBS 121124 

 
Fonte: O autor, 2020. 

 

O isolado Diaporthe LGMF694 foi então agrupado com espécies do complexo 

Diaporthe sojae (Figura 17). Desta forma as sequências concatenadas foram submetidas 

a uma nova análise filogenética multilocus com 50 espécies (Apêndice V) do complexo 

D. sojae com 2255 caracteres incluindo gaps (Figura 18). Em vista da aproximação com 

a espécie Diaporthe infecunda em árvore filogenética prévia, utilizaram-se mais isolados 

desta espécie para confirmação da identidade do isolado avaliado neste trabalho. 
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Figura 18 - Árvore de inferência bayesiana do alinhamento concatenado das regiões do 
espaçador interno transcrito, parte dos genes do fator de elongação da tradução 1-α, da β-
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%) são indicados nos nós (PP/ML). Ao lado do nome da espécie 
estão listados os códigos dos isolados. O isolado descrito neste trabalho é o primeiro 
isolado da árvore. As sequências type estão em negrito. A árvore foi enraizada em 
Diaporthe amygdali CBS 126679. 
 

  
 
Fonte: O autor, 2020. 
 
Legenda: FAU: Isolados da coleção de culturas do Laboratório de Micologia sistemática e 
Microbiologia, USDA-ARS, EUA; BRIP: Herbário / coleção de cultura de Queensland Plant 
Pathology, Austrália; CBS: Coleção de culturas das Centraalbureau voor Schimmelcultures, Fungal 
Biodiversity Center, Holanda; CFCC: Centro da coleção de culturas florestais da China, China; 
LGMF: coleção de culturas do Laboratório de Bioprospecção e Genética Molecular de 
Microorganismos, Brasil; MFLUCC: Coleção de Cultura da Universidade Mae Fah Luang, 
Tailândia; 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 patógeno latente em plantas de maçã, pêra, mirtilo e pêssego saudáveis 

(SESSA; ABREO; LUPO, 2018) e como agente etiológico de podridões em flores e 

frutos de maracujá (MOREIRA et al., 2020). Entretanto, já foi reportada como endofítica 

em folhas do hospedeiro Schinus terebinthifolius, em pecíolos de Maytenus ilicifolia 

(GOMES et al., 2013) e em folhas sadias de Phaseolus vulgaris (SANTOS et al., 2015). 

Esta espécie também já foi identificada em raízes da planta Astragalus membranaceus 

cultivada na Coréia e China, sendo esta a parte da planta que apresenta produção de 

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

Pode ser verificado que a probabilidade a posteriori e o booststrap não 

apresentam valores de suporte tão consistentes entre algumas espécies de D. infecunda 

presentes neste clado. Marcadores moleculares revelam que existe altos níveis de 

variabilidade genética entre as espécies de D. infecunda (SANTOS et al., 2015). Além 

disso, a classificação de espécies do gênero Diaporthe está constantemente em 

andamento (GOMES et al., 2013).  

Uma outra característica que deve ser levada em consideração são os aspectos 

morfológicos. Neste sentido, as características das culturas de D. infecunda crescido em 

meio BDA são a coloração do micélio superficial com manchas castanhas e coloração 

branca no reverso, e quando crescido no meio MEA superfície em tom branco sujo com 

reverso âmbar (GOMES et al., 2013), características que foram verificadas no 

crescimento do isolado Diaporthe infecunda LGMF694 (Figura 16) utilizado no presente 

estudo. As características morfológicas de Diaporthe têm correspondência com a 

filogenia de análise multilocus, como exemplo D. eres cujas colônias frequentemente 

segregam pigmentos oliváceos cinza e apresentam conídios alfa curtos e em forma de 

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

Mesmo com os avanços na agricultura e o melhoramento genético, as doenças 

ainda são um fator limitante na produção e comercialização de diversas culturas. Dessa 

forma, a bioatividade apresentada pelos endófitos de aroeira e seus metabólitos contra 

fitopatógenos poderão ser explorados para o manejo integrado de doenças, 

representando uma alternativa de controle. 

O screening de fungos endofíticos oriundos de folhas de Schinus terebinthifolius 

demonstrou que endófitos, principalmente do gênero Diaporthe, apresentam atividade 

antagônica contra os fitopatógenos Fusarium graminearum, P. tritici-repentis e 

Phomopsis sojae.  

O extrato metanólico do isolado Diaporte infecunda LGMF694 obtido de uma 

placa de co-cultivo do endófito com o F. graminearum é capaz de inibir de forma 

expressiva o crescimento micelial deste fitopatógeno in vitro.  

O isolado LGMF694 foi identificado como Diaporthe infecunda através de uma 

análise multilocus das regiões ITS, CAL, HIS, TEF1 e TUB condizente com as 

características macroscópicas do microrganismo.  

Ademais, tanto os fungos endofíticos de aroeira quanto os compostos 

responsáveis por sua bioatividade poderão servir como fonte para exploração do 

potencial biotecnológico pela indústria de produtos biológicos e de fungicidas 

sintéticos. 
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