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RESUMO

SANTOS, Taides Tavares dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2014. Fungos endofiticos de Phaseolus vulgaris exibem
atividade antimicrobiana e potencial para controle de fitopatégenos.
Orientadora: Marisa Vieira de Queiroz. Coorientadores: Elza Fernandes de
Araujo, Leandro Licursi de Oliveira e Olinto Liparini Pereira.

Fungos endofiticos sdo aqueles que vivem, em pelo menos uma parte de
seu ciclo de vida, no interior de tecidos vegetais, sem causar aparentemente
qualquer dano a seus hospedeiros. Esses micro-organismos tém sido
estudados em relagédo a capacidade de produzirem metabdlitos secundarios
de interesse biotecnolégico e quanto ao potencial de controle biolégico de
fitopatdogenos. Fungos endofiticos ja foram isolados de uma ampla variedade
de espécies vegetais, incluindo culturas agricolas como o feijoeiro comum
(Phaseolus vulgaris L.). O género Diaporthe foi um dos mais abundantes na
comunidade endofitica dessa leguminosa. Os objetivos do presente estudo
foram avaliar a atividade antimicrobiana e o potencial de uso de fungos
endofiticos de P. vulgaris no controle de fitopatégenos da cultura do feijoeiro
e analisar as relagcbes filogenéticas e a variabilidade genética de fungos
endofiticos do género Diaporthe isolados de P. vulgaris. Ensaios de cultura
dupla entre 90 isolados endofiticos e quatro fungos fitopatogénicos
(Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani e
Sclerotinia sclerotiorum) foram realizados para verificar a capacidade dos
isolados endofiticos inibirem o crescimento dos fitopatogenos. Os isolados
que foram capazes de inibir os quatro fitopatogenos testados foram
selecionados para cultivo e obtengdo de extratos brutos de metabdlitos.
Esses extratos foram avaliados quanto a atividade antibacteriana e
antifungica. As sequéncias da regido ITS do rDNA dos isolados do género
Diaporthe do feijoeiro, juntamente com as sequéncias parciais dos genes
codificam o fator de elongacédo da tradugao 1-a, B-tubulina e calmodulina,
foram utilizadas para o estudo das relagdes filogenéticas desses isolados.
Marcadores moleculares baseados em sequéncias de retrotransposons,
IRAP  (Inter-Retrotransposon  Amplified  Polymorphism) e REMAP
(Retrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism), foram utilizados

para a analise de variabilidade genética. Foi constatado que os fungos
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endofiticos do feijoeiro comum sdo capazes de inibir o crescimento in vitro
de fungos fitopatogénicos e, que extratos brutos de metabdlitos de isolados
endofiticos exibem atividade antimicrobiana significativa, principalmente em
relacdo a atividade inibitéria sobre bactérias Gram-positivas (Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, B. subtilis e Staphylococcus aureus). Por
meio de analise filogenética multilocus, verificou-se que Diaporthe sp., D.
infecunda, D. melonis e D. phaseolorum sao integrantes da comunidade
fungica endofitica do feijoeiro comum. A analise de agrupamento, realizada
com os dados dos marcadores IRAP e REMAP em conjunto, foi coerente em
relagdo ao que foi verificado na filogenia multilocus e, revelou a existéncia de
grande variabilidade genética, sobretudo entre os isolados de D. infecunda.
Concluiu-se que extratos brutos de metabdlitos de fungos endofiticos do
feijoeiro exibem atividade antimicrobiana promissora; que fungos endofiticos
utilizados neste estudo apresentam potencial para controle de fitopatégenos
que acometem a cultura do feijoeiro; que a abordagem filogenética
multilocus foi mais efetiva que analise individual de sequéncias de ITS no
estudo das relagdes filogenéticas de fungos endofiticos do género Diaporthe
do feijoeiro e que marcadores IRAP e REMAP podem ser empregados no

estudo de variabilidade genética de fungos desse género.
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ABSTRACT

SANTOS, Taides Tavares dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2014. Endophytic fungi of Phaseolus vulgaris exhibit
antimicrobial activity and potential for control of phytopathogens.
Adviser: Marisa Vieira de Queiroz. Co-advisers: Elza Fernandes de Araujo,
Leandro Licursi de Oliveira and Olinto Liparini Pereira.

Endophytic fungi are those living at least a part of their life cycle within plant
tissue, apparently without causing any damage to their hosts. These
microorganisms have been studied for their capacity to produce secondary
metabolites of biotechnological interest, and also for their ability for biological
control of phytopathogens. Endophytic fungi have been isolated from a wide
variety of plant species, including crops such as common bean (Phaseolus
vulgaris L.). Fungi from the genus Diaporthe were abundant in the endophytic
community of this legume. The objectives of this study were to evaluate the
antimicrobial activity and the potential use of endophytic fungi of P. vulgaris
in the control of phytopathogens of bean, and to analyze phylogenetic
relationships and genetic variability of endophytic fungi of the genus
Diaporthe isolated from P. vulgaris. Dual culture assays were performed
between ninety endophytic fungi and four phytopathogenic fungi
(Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani
and Sclerotinia sclerotiorum) to assess for the ability of endophytic fungi
inhibit the growth of phytopathogens. The isolates that were able to inhibit the
four phytopathogens tested were selected for cultivation and obtention of
metabolites crude extracts. These extracts were evaluated for antibacterial
and antifungal activity. The sequences of the ITS region of rDNA of the
isolates of the genus Diaporthe from common bean, along with the partial
sequences of the genes encoding translation elongation factor 1-a, B-tubulin
and calmodulin were used for the study of the phylogenetic relationships of
these isolates. Molecular markers based on sequences of retrotransposons,
IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism) and REMAP
(Retrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism), were used for the
analysis of genetic variability. It was found that endophytic fungi of common
bean are able to inhibit the in vitro growth of phytopathogenic fungi and that

metabolites crude extracts of endophytic exhibit significant antimicrobial
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activity especially regarding the inhibitory activity against Gram-positive
bacteria (Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, B. subtilis and
Staphylococcus aureus). Diaporthe sp., D. infecunda, D. melonis and D.
phaseolorum are members of the endophytic fungal community in the
common bean as verified by multilocus phylogenetic analysis. Cluster
analysis, conducted with pooled data from IRAP and REMAP markers, was
consistent regarding what was observed in multilocus phylogeny and
revealed the existence of high genetic variability, particularly among isolates
of D. infecunda. It was concluded that the metabolites crude extracts of
endophytic fungi of common bean exhibit promising antimicrobial activity; that
endophytic fungi used in this study have the potential to control
phytopathogens that affect the bean crop; the multilocus phylogenetic
approach was more effective than individual analysis of ITS sequences in the
study of phylogenetic relationships of endophytic fungi of the genus
Diaporthe from common bean and that IRAP and REMAP markers can be

employed in the study of genetic variability of this genus of fungi.



INTRODUGAO GERAL

Micro-organismos endofiticos foram mencionados, pela primeira vez,
no inicio do século XIX. Entretanto, foi apenas em 1866 que o micologista
De Bary estabeleceu um delineamento de diferencas entre esses micro-
organismos e os patdégenos de plantas. Apds um século, por volta de 1970,
os fungos e as bactérias endofiticas comegaram a ser tratados com maior
énfase em trabalhos cientificos e suas bases conceituais foram
estabelecidas.

Ha muitos aspectos ja esclarecidos sobre os fungos endofiticos.
Contudo, ha muito ainda a ser desvendado a respeito dos mecanismos
moleculares envolvidos na interagdo fungo endofitico — hospedeiro.
Compreender o desenvolvimento dessa interagcao € importante para se partir
para uma perspectiva aplicada de exploracdo desses micro-organismos. E
instigador, por exemplo, entender em detalhes a interface em que se da a
producdo de metabdlitos secundarios por fungos endofiticos em um
ecossistema natural, uma vez que multiplos fatores, favoraveis e
desfavoraveis, estdo atuando.

Os objetivos que aqui foram propostos visaram contribuir para avango
do conhecimento das aplicagdes biotecnoldgicas de fungos endofiticos numa
perspectiva ousada de desenvolvimento de produtos e processos
biotecnoldgicos de interesse para a agricultura e para a industria
farmacéutica.

No capitulo I, “Aplicacbes biotecnolégicas e beneficios da interacao
entre fungos endofiticos e seus hospedeiros”, € apresentado um breve
panorama sobre os beneficios da interagdo entre fungos endofiticos e seus
hospedeiros e, potenciais aplicagdes biotecnolégicas desses micro-
organismos.

No capitulo I, “Antagonismo a fitopatdbgenos e atividade
antimicrobiana de fungos endofiticos do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris
L.)”, é descrita a aplicagdo de uma metodologia de triagem, chamada ensaio
de cultura dupla, que visou avaliar o potencial de fungos endofiticos isolados

dos tecidos foliares do feijoeiro comum inibirem o crescimento de fungos
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fitopatogénicos que acometem a cultura do feijoeiro. Os isolados endofiticos
que apresentaram as melhores atividades antagbnicas nessa triagem foram
selecionados para cultivo e obtengdo de extratos brutos de metabdlitos,
extratos estes, que foram avaliados em relagcao as atividades antibacteriana
e antifungica.

E, no capitulo Ill, “Variabilidade genética de fungos do género
Diaporthe isolados como endofiticos de Phaseolus vulgaris L.”, &€ descrita
uma avaliagao filogenética de fungos endofiticos do género Diaporthe e é
proposta a utilizacdo de marcadores moleculares, IRAP (Inter-
Retrotransposon Amplified Polymorphism) e REMAP (Retrotransposon-
Microsatellite Amplified Polymorphism) para avaliar a variabilidade genética

de fungos desse género.



CAPITULO |
APLICAGOES BIOTECNOLOGICAS E BENEFICIOS DA INTERAGAO
ENTRE FUNGOS ENDOFITICOS E SEUS HOSPEDEIROS

1. Conceito e abrangéncia do termo “fungo endofitico” e
desenvolvimento da interagdao entre esses micro-organismos e

vegetais

Ha divergéncia entre autores em relagdo ao conceito mais apropriado
para fungo endofitico. Todavia, o conceito mais aceito pela comunidade
cientifica € que os fungos endofiticos sao aqueles, que vivem, em pelo
menos uma parte de seu ciclo de vida, no interior de tecidos vegetais, sem
causar aparentemente qualquer dano a seus hospedeiros (Petrini, 1991;
Cabral et al., 1993). Assim, diferenciam-se dos fungos fitopatogénicos, que
sao prejudiciais as plantas e causam-lhes doencas e distinguem-se também
dos fungos epifiticos, que vivem na superficie dos érgaos e tecidos vegetais
(Azevedo, 1998; Souza et al., 2004).

Os fungos e outros micro-organismos endofiticos penetram no tecido
vegetal por aberturas naturais, como estdmatos e hidatédios, por meio de
ferimentos e também pelas raizes, onde podem existir aberturas decorrentes
da emergéncia de raizes laterais ou abrasdes decorrentes do proprio
crescimento ao penetrar no solo (Azevedo, 1998; Peixoto Neto et al., 2002).
Além disso, fungos endofiticos podem penetrar por aberturas causadas por
insetos e, até mesmo, fazendo uso de apressorios, que sao estruturas
usadas por fungos fitopatogénicos para penetrar no tecido do hospedeiro
(Carroll, 1988; Azevedo, 1998).

Ha muitos estudos demonstrando que existe uma importante
interacdo simbiotica entre fungos endofiticos e seus hospedeiros. Essa
interacao envolve vantagens para ambos os parceiros, uma vez que 0S
fungos podem exercer fungbes que favorecem a adaptagdo da planta ao
meio ambiente, tais como protegdo contra doengas (Clarke et al., 2006;
Hanada et al., 2008; Ownley et al., 2008; Gao et al., 2010) e promog¢ao de

crescimento vegetal (Hamayun et al., 2009b; Khan et al., 2012), e, ao
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mesmo tempo, encontram na planta um habitat rico em nutrientes e que os

favorecem em relagao a outros micro-organismos (Peixoto Neto et al., 2004).

2. Isolamento de fungos endofiticos

As plantas, de maneira geral, possuem uma microbiota endofitica
caracteristica, importante para sua sanidade e manutencao (Azevedo, 1999).
Alguns fatores interferem qualitativa e quantitativamente na biodiversidade
dessa microbiota. Entre esses fatores, destacam-se a idade da planta, o
tecido ou 6rgao da planta utilizado para estudo e os métodos de isolamento
empregados (Peixoto Neto et al., 2004; Hyde e Soytong, 2008).

Uma enorme riqueza de fungos, a maioria deles pertencente ao Filo
Ascomycota, tem sido detectada como endofitica (Hyde e Soytong, 2008).
Uma flutuacdo espacial e sazonal de fungos endofiticos em espécies
vegetais tem sido observada. Ou seja, a mesma espécie de fungo endofitico
pode ocorrer ou ndo em uma mesma espécie vegetal, dependendo do local
de cultivo, das condi¢gdes ambientais e do estadio fenoldgico da planta. Além
disso, em isolamentos efetuados a partir de diferentes espécies vegetais
hospedeiras, podem ser encontradas as mesmas espécies de fungos
endofiticos (Gao et al., 2005; Mussi-Dias et al., 2012).

Os fungos endofiticos podem habitar folhas, peciolos, estruturas
reprodutivas, galhos, cascas e raizes de plantas (Rodriguez et al., 2009).
Assim, eles ja foram isolados a partir de diferentes 6rgdos de uma ampla
diversidade de espécies vegetais, variando desde gramineas (Muller e
Krauss, 2005; Marquez et al., 2012) a espécies arbéreas (Arnold et al., 2003;
Arnold e Lutzoni, 2007), abrangendo plantas medicinas (Radu e Kqueen,
2002; Borges e Pupo, 2006; Huang et al., 2007; Mussi-Dias et al., 2012),
plantas toxicas (Souza et al., 2004; Caféu et al., 2005) e culturas de
interesse econdmico como o cacau (Rubini et al., 2005; Mejia et al., 2008;
Hanada et al., 2010), o café (Santamaria e Bayman, 2005; Sette et al., 2006;
Fernandes et al., 2009; Vega et al., 2010), a cana-de-agucar (Stuart et al.,
2010; Leme et al., 2013), o milho (Fisher et al., 1992; Orole e Adejumo,



2011), a soja (Pimentel et al., 2006; Hamayun et al., 2009a; Leite et al.,
2013) e o trigo (Larran et al., 2007).

3. Beneficios que os fungos endofiticos podem proporcionar aos

hospedeiros

Entre os diversos papéis benéficos desempenhados pelos fungos
endofiticos na interacdo com seus hospedeiros, um dos principais € a
protecdo da planta contra doencas, por meio da competicdo com
fitopatdgenos por sitios de colonizagao e nutrientes e pela produgcédo de
antibioticos (Azevedo et al., 2000; Strobel et al., 2001; Arnold et al., 2003;
Peixoto Neto et al., 2004; Clarke et al., 2006; Ownley et al., 2010).

Outra atividade que tem sido atribuida aos fungos endofiticos é a
protegcdo das plantas contra o ataque de insetos herbivoros por meio da
producao de toxinas (Raps e Vidal, 1998). Iniumeras pesquisas tém
demonstrado que fungos endofiticos podem influenciar na preferéncia e na
performance de insetos herbivoros, dado que foi demonstrado que a
presenca desses micro-organismos reduz os danos causados por fitofagos
(Raps e Vidal, 1998; Meister et al., 2006; Akello et al., 2007; Oki et al., 2009;
Crawford et al., 2010; Gange et al., 2012).

A promogao de crescimento vegetal, por meio da sintese de
fitohormbnios e/ou por meio do aumento da tolerdncia aos estresses
abidticos, tém sido estudada (Peixoto Neto et al., 2002; Redman et al., 2002;
Bae et al., 2009; Hamayun et al., 2009b; Khan et al., 2011, 2012) e constitui
uma importante atividade desempenhada pelos fungos endofiticos em prol
de seus hospedeiros. Essa capacidade de estimular o crescimento vegetal é
de extrema relevancia e pode ser explorada em praticas agricolas, uma vez
que a utilizacdo de micro-organismos promotores de crescimento vegetal é
uma das alternativas para a agricultura moderna enfrentar o desafio de
promover o aumento da produgéo de culturas gerando sustentabilidade (Luz
et al., 2006).

No Brasil, estudos envolvendo o uso dos fungos endofiticos e que

apresentaram resultados promissores na promog¢éo de crescimento vegetal
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ja foram realizados com a cultura do milho (Zea mays) e do fumo (Nicotiana
tabacum) (Varma et al., 1999), da horteld pimenta (Mentha piperita)
(Mucciarelli et al., 2003), do maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis) (Luz
et al., 2006) e da pinha (Annona squamosa) (Silva et al., 2006). Entre as
espécies de fungos endofiticos empregadas na promogédo de crescimento
vegetal, uma das mais estudadas é Piriformospora indica, um basidiomiceto
que coloniza endofiticamente raizes de inumeras espécies vegetais,
aumentando o seu crescimento (Varma et al., 1999; Peixoto Neto et al,,
2002; Camehl et al., 2011; Kumar et al., 2011).

Outro aspecto interessante em relagdo aos fungos endofiticos é que
eles podem produzir uma ampla variedade de metabdlitos secundarios
(Schulz et al., 2002; Strobel e Daisy, 2003; Suryanarayanan et al., 2009;
Kaul et al., 2012; Rénsberg et al., 2013), que diferentemente dos primarios,
desempenham um papel importante nos processos fisiolégicos de micro-
organismos no ambiente, sendo produzidos por razbes especificas, sociais
ou predatorias, estando, assim, relacionadas com a ecologia dos organismos
produtores (Braga et al., 1999; Conti et al., 2012).

Além de toda importancia ecoldgica, os metabdlitos secundarios
produzidos pelos fungos endofiticos vém se destacando como uma fonte de
produtos naturais, bioativos e quimicamente novos, para a exploragao em
diversas areas (Strobel e Daisy, 2003; Tejesvi et al., 2007; Suryanarayanan
et al., 2009; Kaul et al., 2012; Kumar e Kaushik, 2012; Ronsberg et al.,
2013).

4. Metabdlitos secundarios de interesse biotecnoldégico, produzidos

por fungos endofiticos

No contexto da prospecgcdo de produtos naturais, os micro-
organismos estdo sendo cada vez mais apontados como excelentes
produtores de substancias quimicas com propriedades bioativas desejaveis
e grande potencial de aplicagao na industria farmacéutica (Suryanarayanan
et al., 2009; Conti et al., 2012; Kumar e Kaushik, 2012). Neste aspecto, os

fungos se destacam pela quantidade de produtos farmacéuticos de uso
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corrente na medicina, como os antimicrobianos, e, além disso, tém sido
bastante utilizados como produtores de diferentes substancias de interesse
econdmico, tais como enzimas, vitaminas, aminoacidos e esterdides (Braga
et al., 1999; Caféu et al., 2005; Marinho et al., 2009; Suryanarayanan et al.,
2012; Teiten et al., 2013; Bara et al., 2013).

Entre os micro-organismos que vém sendo prospectados em busca
de produtos naturais com aplicagbes biotecnoldgicas, destacam-se os
fungos endofiticos. Os metabdlitos secundarios produzidos por esses fungos
tém sido motivo de interesse em diversos estudos e vém representando uma
fonte promissora para bioprospeccédo de novas moléculas com potencial de
aplicacao nas areas farmacéutica e de defensivos agricolas (Strobel e Daisy,
2003; Tejesvi et al., 2007; You et al., 2009; Amaral e Rodrigues-Filho, 2010;
Arunpanichlert et al., 2010; Ding et al., 2010; Sun et al., 2011; Kumar e
Kaushik, 2013; Talontsi et al., 2013).

Os fungos endofiticos apresentam uma distribuicdo ubiqua (Rodriguez
et al., 2009). Assim, ha uma excelente possibilidade de encontrar novas
espécies de micro-organismos endofiticos, presentes nas plantas que
compdem os diferentes ecossistemas (Strobel e Daisy, 2003), o que amplia
a diversidade de metabdlitos ainda a ser explorada do ponto de vista
biotecnoldgico.

O relato mais marcante da producdo de metabdlitos, por fungos
endofiticos, com propriedades bioativas € o do anticancerigeno taxol, que
inicialmente era produzido a partir da planta Taxus brevifolia. A producao
desse composto por um fungo endofitico foi demonstrada pela primeira vez
por meio dos estudos de Stierle et al. (1993), em que se evidenciou que o
fungo endofitico Taxomyces andreanea, encontrado no interior da planta
Taxus brevifolia, era capaz de produzir taxol in vitro (Stierle et al., 1993).

Posteriormente, outros trabalhos também demonstraram que
diferentes espécies de fungos endofiticos eram capazes de produzir taxol. E
0 caso de Pestalotiopsis microspora, isolado de Taxus wallachiana (Strobel
et al., 1996), Tubercularia sp., isolado de Taxus mairei (Wang et al., 2000),
Colletotrichum gloeosporioides, isolado de Justicia gendarussa (Gangadevi e
Muthumary, 2008), Pestalotiopsis terminaliae, isolado de Terminalia arjuna

(Gangadevi e Muthumary, 2009), Gliocladium sp., isolado de Taxus baccata
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(Sreekanth et al., 2009), Guignardia mangiferae, isolado de Taxus media
(Xiong et al., 2013), entre outras.

Apo6s a descoberta de que fungos endofiticos também podem produzir
o taxol, emergiu a possibilidade de utilizar um novo processo, mais eficiente
e menos dispendioso, para a producdo daquele importante farmaco, que
seria o cultivo de fungos em laboratério, dispensando a necessidade da
extracdo desse composto a partir de Taxus brevifolia ou de outras espécies
vegetais produtoras (Peixoto Neto et al., 2002). Essa € uma das vantagens
da prospecgao de metabdlitos secundarios de origem fungica em relagéo a
outras fontes, pois os micro-organismos podem ser cultivados em larga
escala em fermentadores, e ndo geram prejuizo ao ecossistema, como pode
ocorrer com a retirada de plantas de areas naturais e, minimiza-se, também,
o perigo de extingdo de algumas espécies vegetais, que sao coletadas para
a extracdo de produtos medicinais (Peixoto Neto et al., 2002; Takahashi e
Lucas, 2008).

Além do taxol, muitos outros relatos de metabdlitos secundarios,
produzidos por fungos endofiticos, apresentando atividades de interesse
biotecnolégico, tém sido feitos na literatura cientifica (Marinho et al., 2005;
Borges e Pupo, 2006; Pastre et al., 2007, Momesso et al., 2008; Silva et al.,
2010; Kaul et al., 2012; Budhiraja et al., 2013), sendo que uma das principais
aplicagbes dos produtos naturais advindos desses fungos € como agentes
inibidores de organismos patogénicos (ldris et al., 2013). Como exemplo,
pode-se citar o metabdlito denominado phomopsichalasina, produzido pelo
fungo endofitico Phomopsis sp., que apresenta atividade antibacteriana
(Horn et al., 1995); o metabdlito cryptocandina, produzido pelo fungo
endofitico Cryptosporiopsis cf. quercina, que possui atividade antifungica
(Strobel et al., 1999); a cercosporina, uma substancia com acéao
antiparasitaria produzida pelo fungo endofitico Mycosphaerella sp. (Moreno
et al., 2011) e as citocalasinas, que sédo substancias produzidas pelos fungos
endofiticos Chaetomium globosum (Momesso et al., 2008) e Xylaria sp.
(Silva et al., 2010) e que apresentam diversas atividades bioldgicas incluindo

acao citotdxica.



5. Fungos endofiticos como agentes de controle biolégico de

fitopatéogenos

Controle biolégico de fitopatdogenos refere-se ao uso de micro-
organismos que reduzem a atividade ou a sobrevivéncia dos agentes
causadoras de doengcas em plantas (Ownley et al., 2010). Entre os
mecanismos de biocontrole descritos, destacam-se a antibiose, a
competicdo por espaco, ferro e outros nutrientes, o parasitismo e a indugéao
de resisténcia no hospedeiro (Mariano et al., 2004; Bailey et al., 2008; Cao et
al., 2009; Ownley et al., 2010).

Os fungos endofiticos tem sido estudados em relacdo a capacidade
de atuarem como agentes inibidores de outros micro-organismos, na
perspectiva de aplicar esses fungos como agentes de biocontrole como uma
alternativa ao controle quimico, sendo que eles podem ser utilizados de
forma direta, na qual sdo aplicados vivos e atuam como antagonista; ou
indireta, por meio do emprego de seus metabdlitos (Lazzaretti e Bettiol,
1997; Grigoletti Junior et al., 2000; Di Piero e Garda, 2008; Morandi e Bettiol,
2009).

6. Consideragoes finais

Diante de tudo o que fora exposto, torna-se evidente a importancia
dos fungos endofiticos para seus hospedeiros e a relevancia de
prosseguirem os estudos focados no isolamento e identificagdo desses
organismos, bem como na prospec¢cdo de compostos de interesse

biotecnolégico a partir de seus metabdlitos.
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Resumo

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) € um grdo nutricionalmente rico, de
importancia socio-econémica inquestionavel para o Brasil, uma vez que este
pais configura-se como um dos maiores produtores mundiais dessa
leguminosa e apresenta um elevado consumo per-capita da mesma. A
producao brasileira de feijao tem apresentado oscilagbes no decorrer dos
anos, com queda na produtividade e consequentes prejuizos econdmicos.
Isso se deve a diversos fatores, entre os quais, os fitopatdgenos que
acometem a cultura. Esses micro-organismos s&o tradicionalmente
controlados por meio da aplicagdo de produtos quimicos e, sabe-se que o
uso indiscriminado de defensivos agricolas pode ter efeitos deletérios sobre
0 meio ambiente e a saude humana. Sendo assim, &€ eminente a
necessidade de desenvolvimento de formas alternativas eficientes para o
combate desses patdgenos, tais como o controle biolégico por meio de
antagonistas endofiticos. Fungos endofiticos ja foram isolados do feijoeiro
comum, mas ainda nao tinham sido explorados para fins de aplicacao
biotecnolégica, seja para utilizagdo na agricultura ou para a prospecg¢ao de
produtos naturais bioativos de interesse para a industria farmacéutica, como
ja ocorreu com fungos endofiticos oriundos de outras culturas agricolas.
Assim, o presente estudo objetivou investigar o potencial de uso de fungos
endofiticos do feijoeiro comum no controle de fitopatdbgenos da cultura do
feijoeiro e sua atividade antimicrobiana contra fungos fitopatogénicos e
patdogenos bacterianos de origem alimentar e de importdncia médica. A
utilizacdo da metodologia de ensaio de cultura dupla permitiu constatar que
fungos endofiticos do feijoeiro comum sao capazes de inibir o crescimento in
vitro de fungos fitopatogénicos (Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium
oxysporum, Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum) que acometem a
cultura do feijoeiro e, ao avaliar a atividade antimicrobiana de extratos brutos
de metabdlitos de fungos endofiticos, resultados significativos foram
detectados, com destaque para a atividade inibitoria sobre bactérias Gram-
positivas (Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, B. subtilis e
Staphylococcus aureus). Concluiu-se, portanto, que fungos endofiticos do
feijoeiro comum apresentam potencial de controle de fitopatdégenos e
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produzem metabdlitos promissores, devem ser explorados de forma ainda
mais aprofundada para fins de aplicagao biotecnologica.

Palavras-chave: antagonismo microbiano; atividade antimicrobiana; feijoeiro
comum; fungos endofiticos.

1. Introdugao

A utilizagdo de micro-organismos no controle biolégico de doengas em
plantas € uma medida que pode contribuir para a redu¢cdo do uso de
agrotoxicos (Grigoletti Junior et al., 2000; Morandi e Bettiol, 2009) e é
apontada como uma alternativa viavel, ecoldégica e economicamente
sustentavel para sistemas de producgdo agricola (Compant et al., 2005;
Sousa et al., 2009). Além disso, o uso de micro-organismos biocontroladores
pode ser uma solugao para varias doencgas de plantas consideradas de dificil
controle (Moura et al., 1998; Benchimol et al., 2000; Rubini et al., 2005;
Shiomi et al., 2006; Silva et al., 2008; Barretti et al., 2009; Rocha et al., 2009;
Hanada et al., 2010).

Fungos que vivem em pelo menos uma parte de seu ciclo de vida no
interior de tecidos vegetais, sem causar aparentemente qualquer dano a seu
hospedeiro, sdo chamados de fungos endofiticos (Petrini, 1991; Cabral et al.,
1993). Esses micro-organismos sao capazes de atuar na defesa das plantas
contra o ataque de insetos herbivoros (Raps e Vidal, 1998; Azevedo et al.,
2000; Oki et al., 2009; Crawford et al., 2010; Gange et al., 2012) e contra
patdogenos (Azevedo, 1998; Peixoto Neto et al., 2002; Arnold et al., 2003;
Clarke et al., 2006). Resultados promissores tém sido demonstrados quanto
a perspectiva de uso desses micro-organismos no controle biolégico de
fitopatégenos (Rubini et al., 2005; Campanile et al., 2007; Rocha et al., 2009;
Lahlali e Hijri, 2010; Ownley et al., 2010; Rocha et al., 2011; Dolatabadi et
al., 2012).

Fungos endofiticos podem ainda produzir fitohormdnios e conferir a
planta maior tolerancia as condigdes de estresses abiodticos (Azevedo, 1999;
Hamayun et al., 2009b; Khan et al., 2012; You et al., 2012), bem como
produzir uma ampla variedade de metabdlitos secundarios, que sao

fisiolégico e ecologicamente importantes para os organismos produtores
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(Strobel e Daisy, 2003; Conti et al., 2012; Kaul et al., 2012). Os metabdlitos
secundarios produzidos pelos fungos endofiticos tém sido o foco de varios
estudos por representarem uma fonte muito promissora para bioprospecgao
de novas moléculas com potencial de aplicagdo em diversas areas,
sobretudo na farmacéutica (Schulz et al., 2002; Strobel e Daisy, 2003;
Tejesvi et al., 2007; Suryanarayanan et al., 2009; Sun et al., 2011; Kumar e
Kaushik, 2013; Bara et al., 2013). Como exemplos de metabdlitos de origem
endofitica, cita-se a phomopsichalasina, uma substancia produzida pelo
fungo endofitico Phomopsis sp., que apresenta atividade antibacteriana
(Horn et al., 1995); o metabdlito cryptocandina, produzido pelo fungo
endofitico Cryptosporiopsis cf. quercina, que possui atividade antifungica
(Strobel et al., 1999); a cercosporina, que € um agente com acéao
antiparasitaria produzido pelo fungo endofitico Mycosphaerella sp. (Moreno
et al., 2011) e as citocalasinas, substancias que apresentam diversas
atividades bioldgicas incluindo agao citotoxica e que sao produzidas pelos
fungos endofiticos Chaetomium globosum (Momesso et al., 2008) e Xylaria
sp. (Silva et al., 2010).

Os fungos endofiticos apresentam uma distribuigdo ubiqua, ou seja,
todas as plantas em ecossistemas naturais possuem fungos endofiticos
associados a elas (Rodriguez et al., 2009). Desta maneira, ha uma alta
probabilidade de encontrar novas espécies de fungos interagindo com as
plantas que compdem os varios ecossistemas e cada um destes fungos
apresentando um potencial unico para exploracdo de compostos de
interesse biotecnoldgico (Strobel e Daisy, 2003).

Isolamentos de fungos endofiticos ja foram realizados a partir de uma
ampla variedade de espécies vegetais, desde gramineas (Muller e Krauss,
2005; Marquez et al., 2012) a espécies arboreas (Arnold et al., 2003; Arnold
e Lutzoni, 2007), abrangendo plantas medicinas (Radu e Kqueen, 2002;
Borges e Pupo, 2006; Huang et al., 2007; Mussi-Dias et al., 2012), plantas
toxicas (Souza et al., 2004; Caféu et al., 2005) e culturas de interesse
econbmico como o cacau (Rubini et al., 2005; Mejia et al., 2008; Hanada et
al., 2010), o café (Santamaria e Bayman, 2005; Sette et al., 2006; Fernandes
et al., 2009; Vega et al., 2010), a cana-de-agucar (Stuart et al., 2010; Leme
et al., 2013), o milho (Fisher et al., 1992; Orole e Adejumo, 2011), a soja
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(Pimentel et al., 2006; Hamayun et al., 2009a; Leite et al., 2013) e o trigo
(Larran et al., 2007).

Em 2010, foi realizado por Gonzaga e Queiroz o isolamento de fungos
endofiticos de tecidos foliares do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.). O
feijoeiro comum é uma planta muito cultivada no Brasil e seu gréo, o feijao, &
um alimento rico em proteinas e ferro e faz parte da dieta alimentar da
maioria dos paises latino-americanos (Azevedo et al., 2003; Carvalho et al.,
2007). Essa cultura tem importancia socio-econémica inquestionavel para o
Brasil, tendo em vista que esse pais € um dos maiores produtores mundiais
e apresenta um alto consumo per capita desse alimento (Embrapa, 1994,
Brackmann et al., 2002; Azevedo et al., 2003; Carvalho et al., 2007).

Apesar do destague como um dos maiores produtores de graos de
feijao do mundo, a produgéo brasileira tem sofrido variagdes no decorrer dos
anos. Em 2010, ela foi aproximadamente 3,1 milhdes de toneladas; em
2011, foi aproximadamente 3,4 milhdes de toneladas, enquanto que em
2012 ocorreu um decréscimo, sendo aproximadamente 2,8 milhdes de
toneladas. Em 2013, apresentou-se um discreto incremento, sendo a
producdo obtida de aproximadamente 2,9 milhées de toneladas (IBGE,
2013). A diminuicdo da produtividade na cultura do feijoeiro e,
consequentemente, 0s prejuizos econdmicos, sdo decorrentes, em parte,
das doengas que acometem essa cultura. Entre os principais agentes
microbianos causadores de doengas no feijoeiro destacam-se os fungos
Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scrib., responsavel pela
antracnose (Bailey e Deverall, 1971); Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli
(Schl.) Kend. & Snyder, causador da fusariose ou murcha-de-fusarium
(Kendrick e Snyder, 1942); Rhizoctonia solani Kuhn, agente etiolégico da
mela ou murcha-da-teia-micélica (Brown e McCarter, 1976); e Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary, agente causal do mofo branco (Purdy, 1979).

No cenario brasileiro, dada a importancia econdmica e social do
feijoeiro comum, ha uma necessidade eminente de desenvolvimento de
formas alternativas eficientes para o combate das doengas que acometem
essa cultura. Assim, ao considerarmos, que os fungos endofiticos podem
produzir uma ampla variedade de metabdlitos secundarios, que

desempenham importantes papéis fisioldgicos e de defesa da planta e que

22



podem ser biotecnologicamente aplicaveis, o presente estudo objetivou
avaliar a atividade antimicrobiana e o potencial de uso de fungos endofiticos

do feijoeiro comum no controle de fitopatégenos desta cultura.

2. Material e métodos

Os ensaios desse estudo foram conduzidos no Laboratério de
Genética Molecular de Micro-organismos e no Laboratério de Patdégenos
Alimentares, que pertencem ao Departamento de Microbiologia da

Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vigosa, Minas Gerais, Brasil.

2.1. Micro-organismos

Os fungos endofiticos utilizados (90 isolados, no total), listados na
Tabela 1, foram isolados das folhas de duas cultivares (Ouro Negro e
Talisma) do feijoeiro comum e identificados com base em caracteres
morfolégicos e pelo sequenciamento da regido do espagador interno
transcrito (ITS do rDNA) e da regido D1/D2 da subunidade maior do
ribossomo (LSU do rDNA), por Gonzaga e Queiroz (2010).
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Tabela 1. Fungos endofiticos isolados do feijoeiro comum (Phaseolus vulagaris L.) utilizados neste estudo.

C()dig_;o do isolado Espécie Cédigo do isolado Espécie Cédig_jo do isolado Espécie
CMON 03 Cercospora sp. CMON 43 Colletotrichum gloeosporioides CMT 37 Fusarium sp.
CMON 05 Nao identificada CMON 44 Colletotrichum gloeosporioides CMT 38 Phomopsis sp.
CMON 08 Cochliobolus sativus CMON 45 Colletotrichum gloeosporioides CMT 39 Colletotrichum boninense
CMON 09 Colletotrichum gloeosporioides CMON 46 Colletotrichum gloeosporioides CMT 40 Colletotrichum boninense
CMON 10 Microsphaeropsis arundinis CMON 47 Colletotrichum gloeosporioides CMT 41 Phomopsis sp.
CMON 11 Cercospora sp. CMON 48 Colletotrichum gloeosporioides CMT 42 Colletotrichum boninense
CMON 12 Cochliobolus sativus CMON 49 Crinipellis sp. CMT 43 Phomopsis sp.
CMON 13 Colletotrichum gloeosporioides CMON 51 Magnaporthe grisea CMT 44 Colletotrichum gloeosporioides
CMON 14 Colletotrichum gloeosporioides CMON 53 Cochliobolus sp. CMT 45 Colletotrichum boninense
CMON 15 Colletotrichum gloeosporioides CMON 58 Colletotrichum gloeosporioides CMT 46 Colletotrichum boninense
CMON 16 Cochliobolus sativus CMT 01 Cladosporium sp. CMT 47 Cochliobolus sativus
CMON 18 Penicillium brevicompactum CMT 03 Fusarium oxysporum CMT 50 Phomopsis sp.
CMON 19 Nao identificada CMT 04 Fusarium oxysporum CMT 51 Colletotrichum gloeosporioides
CMON 20 Phomopsis sp. CMT 05 Fusarium oxysporum CMT 53 Colletotrichum gloeosporioides
CMON 21 Nao identificada CMT 06 Fusarium oxysporum CMT 55 Colletotrichum boninense
CMON 23 Colletotrichum gloeosporioides CMT 07 Fusarium oxysporum CMT 59 Cercospora kikuchii
CMON 24 Colletotrichum gloeosporioides CMT 09 Cochliobolus kusanoi CMT 60 Phomopsis sp.
CMON 25 Cochliobolus sativus CMT 10 Nao identificada CMT 61 Phomopsis sp.
CMON 26 Colletotrichum boninense CMT 12 Cochliobolus kusanoi CMT 62 Nao identificada
CMON 27 Bipolaris sorokiniana CMT 13 Cladophialophora sp. CMT 63 Cercospora kikuchii
CMON 28 Bipolaris sorokiniana CMT 17 Colletotrichum boninense CMT 65 Cercospora kikuchii
CMON 29 Colletotrichum gloeosporioides CMT 18 Bipolaris sorokiniana CMT 66 Cercospora kikuchii
CMON 33 Cochliobolus kusanoi CMT 19 Colletotrichum boninense CMT 68 Bipolaris sorokiniana
CMON 35 Cladosporium sp. CMT 20 Phomopsis sp. CMT 69 Fusarium oxysporum
CMON 36 Colletotrichum gloeosporioides CMT 27 Cercospora zebrinae CMT 70 Phomopsis sp.
CMON 37 Colletotrichum sp. CMT 31 Cochliobolus kusanoi CMT 71 Phomopsis sp.
CMON 39 Cladosporium tenuissimum CMT 32 Colletotrichum gloeosporioides CMT 72 Colletotrichum boninense
CMON 40 Cladosporium tenuissimum CMT 34 Colletotrichum sp. CMT 73 Colletotrichum gloeosporioides
CMON 41 Cytospora sp. CMT 35 Leptosphaerulina chartarum CMT 74 Colletotrichum boninense
CMON 42 Cochliobolus sp. CMT 36 Colletotrichum gloeosporioides CMT 75 Nao identificada

As siglas: CMON, Cultura pura da cultivar Ouro Negro e CMT, Cultura pura da cultivar Talisma.
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Os fungos fitopatogénicos utilizados foram  Colletotrichum
lindemuthianum raga 89, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani e
Sclerotinia sclerotiorum. A excegdo do fungo C. lindemuthianum, presente na
micoteca do Laboratério de Genética Molecular de Micro-organismos, os
outros fungos pertencem ao Laboratério de Patologia de Sementes e de
P6s-Colheita do Departamento de Fitopatologia da UFV.

As bactérias Bacillus subtilis ATCC 23857, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 25238 e Staphylococcus aureus ATCC 6538 sao pertencentes a
bacterioteca do Laboratério de Genética Molecular de Micro-organismos e as
bactérias Bacillus cereus ATCC 4904, Escherichia coli ATCC 29214 e
Listeria monocytogenes ATCC 7644 sao pertencentes a bacterioteca do
Laboratério de Patégenos Alimentares da mesma instituicdo e foram

utilizadas como linhagens-teste.

2.2. Ensaio de cultura dupla (fungos endofiticos x fitopatégenos)

Nesse ensaio, 90 isolados endofiticos foram contrastados com quatro
fungos fitopatogénicos (C. lindemuthianum, F. oxysporum, R. solani e S.
sclerotiorum). O ensaio foi estruturado conforme proposto por Campanile et
al. (2007), mas sujeito a pequenas modificagdes. Placas de Petri de 90 mm
de didametro, contendo 20 mL do meio de cultura Batata Dextrose Agar
(BDA) foram inoculadas com um disco de micélio de 6 mm de didmetro do
fitopatdgeno. No lado oposto da placa, as mesmas foram inoculadas com um
disco do isolado endofitico a ser avaliado. A placa testemunha continha um
disco de micélio do fitopatégeno e em seu lado oposto, um disco agar-agua,
sem fungo. As placas foram incubadas a temperatura de 22 °C, quando o
fitopatdégeno era C. lindemuthianum e a 28 °C quando eram F. oxysporum,
R. solani ou S. sclerotiorum, sendo em ambos os casos, em condi¢des de
fotoperiodo de 12 horas.

Primeiramente, os resultados das interagbes “fungos endofiticos x
fitopatdogenos” foram registrados de maneira qualitativa, recebendo uma

classificagdo simbdlica: “-”, quando o isolado endofitico ndo apresentou
atividade antagébnica e “+”, quando o isolado endofitico apresentou alguma

atividade antagbnica. A atividade antagbnica apresentada pelos fungos
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endofiticos foi registrada seguindo a classificagao proposta por Mejia et al.
(2008), mas sujeita a modificagbes: “antibiose”, quando a inibicdo do
crescimento do fitopatdgeno foi determinada pela presenca de uma zona de
inibicdo, ou “competicdo pelo substrato”, quando houve maior crescimento
do fungo endofitico em relacdo ao patdégeno, sem a presenca de uma zona
de inibig&o.

Os fungos endofiticos que tiveram suas interagbes com os quatro
fungos fitopatogénicos testadas e classificadas como “+” foram selecionados
para uma analise quantitativa, que visou calcular o percentual de inibicao do
crescimento de fitopatégenos, em virtude da presenca de fungos endofiticos
antagonistas. Nessa analise, o crescimento das colbnias dos fungos
fitopatogénicos foi registrado por meio da medicdo do didmetro da colbnia,
com auxilio de um paquimetro, em intervalos de 1 dia, por tempo suficiente
para que o controle negativo (testemunha) crescesse por toda a placa. O
percentual de inibicdo do crescimento radial do fitopatdgeno foi calculado de
acordo com a seguinte formula: (DM — dm) / DM x 100, onde DM = didmetro
médio das coldnias das trés replicatas do controle negativo (fitopatogeno na
auséncia do fungo endofitico antagonista) e dm= didmetro médio das
colénias das trés replicatas do tratamento (fitopatdgeno na presenca do
fungo endofitico antagonista).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado.
A Analise de Variancia (ANOVA) e a comparacgédo de meédia pelo teste Tukey
a 5 % de significancia foram realizadas utilizando o programa R (verséo
3.0.0).

2.3. Obtencao de extratos brutos de metabdlitos fungicos por meio

de fermentagao no estado sélido

Para a realizagdo da Fermentagdo no Estado Sdélido (FES), o
substrato de escolha foi o farelo de trigo. Assim, 100 g desse substrato,
adquirido em mercado local, foi adicionado a um frasco Erlenmeyer de 1000
mL, que continha previamente 100 mL de agua destilada. A mistura foi
homogeneizada e esterilizada em autoclave (121 °C, 30 min.). Um pré-

in6culo, que consistiu na inoculagao de 10 discos de micélio fresco, de 6 mm
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de didmetro, do fungo previamente cultivado em BDA, em caldo ME (extrato
de malte) a 2 % (m/v), e incubagédo em plataforma oscilatoria, a 25°C e 150
rpm, por 24 horas. Apos esse periodo, o pré-inoculo foi adicionado ao frasco
Erlenmeyer de 1000 mL contendo o farelo de trigo, seguido por incubagao
em repouso a 25 °C, por 10 dias. Apds o periodo de incubacéao, foi realizada
extracdo com o solvente organico acetato de etila. Desta maneira, adicionou-
se 100 mL de acetato de etila no frasco da FES e este foi mantido em
repouso, em temperatura ambiente, por 24 h. Apds esse periodo, o solvente
foi coletado e outra aliquota de 100 mL foi adicionada ao frasco, que foi
mantido em repouso por igual periodo. As duas fragbes de solvente
resultantes foram reunidas e sulfato de sodio anidro foi adicionado para a
remogao de resquicios de agua que estivessem presentes. Em seguida, foi
realizada a concentracao dessas fragdes em evaporador rotativo a 45 °C e a
massa final foi determinada, dissolvida em Dimetilsuféxido (DMSO), filtro-
esterilizada por meio de membrana MiIIipore® de 0,22 ym e armazenada no

escuro a 4 °C.

2.4. Avaliacao de atividade antibacteriana dos extratos de

metabdlitos

Os in6culos contendo as linhagens-teste foram preparados de acordo
com as recomendacdes da norma M7-A6 do manual Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2003), disponibilizado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Assim, com o auxilio de um swab estéril, foi
realizado o espalhamento superficial do inéculo de bactérias em placas de
Petri contendo o meio de cultura Agar Muller-Hinton. Em seguida foram
removidos pedagos de agar de 5 mm de didmetro de cada uma das placas,
onde foram inoculadas as linhagens-teste. Nos locais da remocédo dos
pedacos de agar foram observados pocgos e nestes foram adicionados os
extratos brutos de metabdlitos fungicos em avaliagdo. Apos a adi¢cao dos
extratos aos pocgos, as placas foram mantidas em temperatura ambiente por
2 horas. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa bacteriolégica na
temperatura apropriada para cada bactéria (linhagem-teste), por um periodo

de 24 a 48 horas. O extrato do farelo de trigo e o DMSO foram utilizados
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como controle negativo e também adicionados aos pogos ao invés do extrato
bruto de metabdlitos fungicos. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata utilizando o delineamento experimental do tipo inteiramente
casualizado. Os resultados foram obtidos pela mensuracdo dos halos de
inibicdo apresentados pelos extratos. Analise de variancia (ANOVA) e
comparagdao de meédia pelo teste Tukey a 5 % de significancia foram

realizadas utilizando o programa R (versdo 3.0.0).

2.5. Avaliacao de atividade antifungica dos extratos de metabdlitos

A atividade antifungica dos extratos de metabdlitos de fungos
endofiticos foi avaliada por meio da metodologia “Poisoned Food’, também
chamada de diluicdo em agar (Ali-Shtayeh e Ghdeib, 1999; Chutia et al.,
2009). Os fitopatégenos-alvos foram os mesmos utilizados no ensaio de
cultura dupla. Assim, cada um dos extratos de metabdlitos dos fungos
endofiticos foram adicionados em quantidade suficiente, para a obtencao da
concentracéo de interesse, em meio BDA fundido, previamente esterilizado.
A mistura foi agitada e, em seguida, transferida para placas de Petri de 90
mm de didmetro para solidificacdo. O extrato do farelo de trigo e o DMSO
foram dissolvidos separadamente em meio BDA, para utilizagdo como
controles negativos. Uma vez preparadas as combina¢des, adicionou-se no
centro de cada placa de Petri, um disco de micélio fresco, de 6 mm de
diametro, do fitopatdégeno a ser testado, que foi previamente cultivado em
BDA, e procedeu-se a incubacdo na temperatura ideal para o crescimento
do fitopatbgeno em avaliagdo. O didmetro de cada fitopatdogeno foi
mensurado, em quatro direcdes diferentes, a cada 24 horas. O ensaio foi
encerrado no momento em que os fitopatdgenos inoculados nos controles
negativos cresceram até atingir a borda das placas. A inibicdo do
crescimento foi calculada em porcentagem, de acordo com a seguinte
féormula, que considera a inibicdo do crescimento em relacdo ao controle:
(Dc — Dt / Dc) x 100, onde Dc = Didametro médio das coldnias das trés
replicatas do controle negativo e Dt= Diametro médio das col6nias das trés
replicatas do tratamento, ou seja, na presencga de extratos de metabdlitos. O

delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. A Analise
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de Variancia (ANOVA) e a comparagédo de meédia pelo teste Tukey a 5 % de

significancia foram realizadas utilizando o programa R (vers&o 3.0.0).

3. Resultados

A metodologia de triagem chamada ensaio de cultura dupla foi
empregada com o intuito de verificar a capacidade dos 90 isolados
endofiticos interagirem, direta ou indiretamente, com fungos fitopatogénicos
(C. lindemuthianum, F. oxysporum, R. solani e S. sclerotiorum) e inibirem o
crescimento dos mesmos. Os resultados da analise qualitativa desse ensaio

estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Avaliagdo da atividade antagbénica de fungos endofiticos do
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) por meio de cultivo pareado com

fungos fitopatogénicos.

Fungos fitopatogénicos-teste

Isolados Colletotrichum Fusarium Rhizoctonia Sclerotinia

endofiticos

lindemuthianum

oxysporum

solani

sclerotiorum

CMON 03
CMON 05
CMON 08
CMON 09
CMON 10
CMON 11
CMON 12
CMON 13
CMON 14
CMON 15
CMON 16
CMON 18
CMON 19
CMON 20
CMON 21
CMON 23
CMON 24
CMON 25
CMON 26
CMON 27
CMON 28
CMON 29
CMON 33

+ +
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Tabela 2. Continuagao

CMON 35
CMON 36
CMON 37
CMON 39
CMON 40
CMON 41
CMON 42
CMON 43
CMON 44
CMON 45
CMON 46
CMON 47
CMON 48
CMON 49
CMON 51
CMON 53
CMON 58
CMT 01
CMT 03
CMT 04
CMT 05
CMT 06
CMT 07
CMT 09
CMT 10
CMT 12
CMT 13
CMT 17
CMT 18
CMT 19
CMT 20
CMT 27
CMT 31
CMT 32
CMT 34
CMT 35
CMT 36
CMT 37
CMT 38
CMT 39
CMT 40
CMT 41
CMT 42
CMT 43
CMT 44
CMT 45
CMT 46
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Tabela 2. Continuagao

CMT 47 - - - -
CMT 50 + + + +
CMT 51 - - - -
CMT 53 - - - -
CMT 55 - - - -
CMT 59 +
CMT 60 +
CMT 61 +
CMT 62 - - - -
CMT 63 + - - +
CMT 65 - - - -
CMT 66 - - - -
CMT 68 + + + +
CMT 69 + + + +
CMT 70 - - - -
CMT 71 + - - -
CMT 72 +

CMT 73 - - - -

CMT 74 + + - -
CMT 75 - - - -

Total de
isolados 45/90 (50,0 %) 33/90 (36,7 %) 15/90 (16,7 %) 25/90 (27, 8 %)
com
atividade*

*Os simbolos: (+), isolado endofitico que apresentou atividade antagbnica; (-), isolado
endofitico que ndo apresentou atividade antagdnica.

Todas as interacbes entre o0s isolados endofiticos e C.
lindemuthianum classificadas como “+”, tiveram suas atividades antagébnicas
classificadas como “competicdo pelo substrato”. O mesmo ocorreu com as
interagbes “+” entre os isolados endofiticos e F. oxysporum. Das interagdes
classificadas como “+” entre R. solani e isolados endofiticos, 86,7 % (13/15)
delas foram classificadas como “antibiose”; o restante, 13,3 % (2/15),
receberam a classificagcdo “competicdo pelo substrato”. O total de 88,0 %
(22/25) das interagdes “+” entre S. sclerotiorum e isolados endofiticos foram
classificadas como “antiobiose”, enquanto 12,0 % (3/25) foram classificadas
como “competicdo pelo substrato”. Na Figura 1, sdo apresentados trés
exemplos de interagdes entre fungos endofiticos do feijoeiro e o fitopatdégeno
S. sclerotiorum, classificadas como “+” e, simultaneamente, como

“antibiose”.
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Figura 1. Ensaio de cultura dupla entre o fitopatbgeno Sclerotinia
sclerotiorum (S.s.) e fungos endofiticos, apds sete dias de crescimento a 28
°C. O fitopatdégeno esta posicionado no canto direito da placa de Petri,
enquanto os isolados endofiticos, quando presentes, no canto esquerdo. Em
(A) auséncia de antagonistas; (B) presenca do fungo endofitico Bipolaris
sorokiniana (CMON 28); (C) presenga de Fusarium sp. (CMT 37) e (D)
presenca de outro isolado de B. sorokiniana (CMT 68).

Um total de 15 isolados (16, 7 %) foi capaz de antagonizar o
crescimento micelial dos quatro fungos fitopatogénicos testados. Assim, para
uma melhor caracterizagcdo do potencial antagbnico desses 15 isolados,
foram realizados novamente ensaios de cultura pareada e uma analise
quantitativa visando ao calculo do percentual de inibicdo do crescimento
micelial dos fungos fitopatogénicos, em virtude da presenca desses fungos
endofiticos antagonistas. Os resultados dessa analise estdo sumarizados na
Tabela 3.
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Tabela 3. Crescimento e porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum em ensaio de cultura dupla com isolados endofiticos do feijoeiro comum (Phaseolus
vulgaris L.).

Crescimento micelial (mm) \ Inibicdo do crescimento micelial (%)

Isolados C. L F.o. R. s. S. s. C. L F. o. R. s. S.s.
Controle 86,8 a 840 a 88,5 a 86,2 a

CMON 10 26,0 fgh 45,0 cde 24,7 e 54,7 bc 70,0 46,4 38,2 36,5
CMON 20 214 h 43,0 cde 84,7 a 457 e 75,3 48,8 4,3 47,0
CMON 25 34,3 cd 54,7 b 46,7 f 45,0 e 60,5 34,8 47,2 47,8
CMON 27 25,0 fgh 39,7 e 52,0 e 46,7 de 71,2 52,7 41,2 45,8
CMON 28 30,7 defg 43,0 cde 56,4 de 56,6 bc 64,6 48,8 36,3 34,3
CMON 43 31,3 def 44,0 cde 65,7 b 51,7 bcde 63,9 47,6 25,8 40,0
CMON 45 34,0 cd 49,0 bcd 61,7 bcd 53,0 bed 60,8 41,7 30,3 38,5
CMON 53 443 b 49,7 bc 63,7 b 58,0 b 49,0 40,8 28,0 32,7
CMT 03 24,6 gh 39,8 e 67,3 b 57,3 bc 717 52,6 24,0 33,5
CMT 37 43,7 b 443 cde 62,7 bc 47,0 de 49,7 47,3 29,2 45,5
CMT 41 21,7 h 39,0 e 57,0 cde 457 e 75,0 53,6 35,6 47,0
CMT 50 32,7 de 42,7 cde 54,0 e 54,7 bc 62,3 49,2 39,0 36,5
CMT 59 26,4 efgh 40,6 de 67,0 b 53,7 bcd 69,6 51,7 24,3 37,7
CMT 68 39,3 bc 42,3 cde 55,3 e 50,3 cde 547 49,6 37,5 41,6
CMT 69 42,3 b 45,0 cde 55,0 e 54,7 bc 51,3 46,4 37,9 36,5

As médias seguidas pela mesma letra, em uma mesma coluna, n&o diferem estatisticamente, de acordo com o teste de Tukey a 5 %
de significancia. As siglas: C.l., Colletotrichum lindemuthianum; F.o., Fusarium oxysporum; R.s., Rhizhoctonia solani e S.s., Sclerotinia
sclerotiorum.
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Apos verificado que esses 15 isolados endofiticos eram capazes de
inibir fungos fitopatogénicos in vitro e, com o intuito de investigar essa
capacidade de inibicdo de outros micro-organismos de uma forma mais
aprofundada, esses 15 isolados foram selecionados para fermentagéo no
estado solido, utilizando farelo de trigo como substrato, e obtengdo de
extratos brutos de metabdlitos, extratos estes, que foram avaliados em
relacédo a atividade antibacteriana e antifungica.

Em relagdo a avaliagdo dos extratos quanto a atividade
antibacteriana, na Figura 2 podem ser evidenciados halos de inibicdo do
crescimento das bactérias B. subtilis ATCC 23857 e S. aureus ATCC 6538
formados pela presenga do extrato bruto de metabdlitos, neste caso do
fungo endofitico Cochliobolus sp. (CMON 53).

Figura 2. Representacdo dos halos de inibigcdo de crescimento de bactérias
na presenga de extratos brutos de metabdlitos de fungos endofiticos. Em
(A), a placa controle, inoculada com a bactéria Bacillus subtilis e em (B), os
halos de inibicdo do crescimento de B. subfilis na presenga do extrato bruto
de Cochliobolus sp. (CMON 53). Em (C), a placa controle, inoculada com a
bactéria Staphylococcus aureus e em (D), os halos de inibicdo do
crescimento de S. aureus na presenca do extrato bruto de Cochliobolus sp.
(CMON 53). Em ambas as placas controle, o DMSO foi utilizado como
controle negativo.

Na Tabela 4 estdo descritos os resultados dos ensaios de atividade
antibacteriana. Apesar das bactérias Gram-negativas testadas nao terem

sido inibidas por qualquer dos extratos brutos de metabdlitos avaliados,
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todas as bactérias Gram-positivas foram significativamente inibidas por pelo
menos um dos extratos.
Os resultados da atividade antifungica dos extratos brutos de

metabdlitos de fungos endofiticos estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 4. Atividade antibacteriana de extratos brutos de metabdlitos de fungos endofiticos do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris
L.).

Linhagens-teste

Extrato bruto B. c. B. s. E. c. L. m. P. a. S. a.
CMON 10 2,0ijk £0,0 3,7cde 0,6 0,0 2,0gh £0,0 0,0 0,09
CMON 20 4,7fg £0,6 1,7¢ef £0,6 0,0 1,3h £0,6 0,0 20f £0,0
CMON 25 2,3hij £0,6 3,0cde 1,0 0,0 0,0i 0,0 0,09
CMON 27 50fg £0,0 53c 0,6 0,0 7,7e 0,6 0,0 10,7¢c 0,6
CMON 28 57ef £11 2,7 cdef £0,6 0,0 10,0d £0,0 0,0 6,0d £1,0
CMON 43 1,3jk 0,6 2,3def £0,6 0,0 279 £0,6 0,0 23f £0,6
CMON 45 7,3de +£0,6 29,7a £0,6 0,0 25,7a £0,6 0,0 13,3b £0,6
CMON 53 14,3a £0,6 31,3a £2,5 0,0 18,7¢c 0,6 0,0 19,6 a £0,6

CMT 03 2,3hij £0,6 50cd £0,0 0,0 43f £0,6 0,0 50de +£0,0
CMT 37 120b £1,7 12,3b £1,2 0,0 20,3b +0,6 0,0 12,7b £0,6
CMT 41 4,3fgh £0,6 20ef £0,0 0,0 40f £0,0 0,0 1,0fg £0,0
CMT 50 3,7 fghi £0,6 1,3ef £0,6 0,0 2,0gh £0,0 0,0 1,7f £0,6
CMT 59 10,7 bc £0,6 9,7b +0,6 0,0 7,3e 0,6 0,0 43e £0,6
CMT 68 3,0 ghij £1,0 3,7 cde 0,6 0,0 1,3h £0,6 0,0 20f £0,0
CMT 69 8,7cd £0,6 11,0b £1,0 0,0 10,0d £0,0 0,0 50de +£0,0
DMSO 0,0 k 0,0f 0,0 0,0i 0,0 0,049

Os valores em mm dos halos de inibicado sdo a média de trés replicatas, seguido pelo desvio padrao. As médias seguidas pela mesma
letra, em uma mesma coluna, ndo diferem estatisticamente, de acordo com o teste de Tukey a 5 % de significancia. Os extratos
brutos foram testados na concentragéo de 100 mg.mL™". DMSO e extrato de farelo de trigo foram utilizados como controles negativos.
Os controles contendo extrato de farelo de trigo ndo apresentaram halo de inibicdo para as linhagens em teste (suprimido da tabela).
As siglas: B.c., Bacillus cereus; B.s., Bacillus subtilis; E.c.; Escherichia coli; L.m., Listeria monocytogenes; P.a., Pseudomonas
aeruginosa e S.a., Staphylococcus aureus.
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Tabela 5. Atividade antifungica de extratos brutos de metabdlitos de fungos endofiticos do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.).

Crescimento micelial (mm) \ Inibicdo do crescimento micelial (%)

Extratos C.l F.o. R. s. S.s. C.l F.o. R. s. S.s.
DMSO 88,0 a 88,0 a 89,0 a 88,7 a

CMON 10 84,1 abc 82,5 cd 76,3 b 61,1 fgh 4.4 6,3 13,8 31,1
CMON 20 81,0 abcd 81,0 d 65,4 fgh 64,9 efg 8,0 8,0 26,5 26,8
CMON 25 77,0 def 78,0 e 68,4 ef 58,9 gh 12,5 11,4 23,1 33,6
CMON 27 77,2 def 68,0 fg 75,1 bc 59,3 gh 12,3 22,7 15,6 33,1
CMON 28 85,1 ab 82,8 cd 71,9 cde 744 bcd 3,3 5,9 19,2 16,1
CMON 43 71,1 fg 85,7 ab 71,9 cde 780 b 19,2 2,6 19,2 12,1
CMON 45 63,1 h 84,5 bc 64,2 gh 56,6 h 28,3 4,0 27,9 36,2
CMON 53 62,4 h 64,4 h 68,5 ef 74,8 bc 29,1 26,8 23,0 15,7
CMT 03 63,6 h 61,7 i 73,4 bcd 63,7 efgh 27,7 22,9 17,5 28,2
CMT 37 67,9 gh 69,6 f 68,2 efg 61,5 fgh 22,8 20,9 23,4 30,7
CMT 41 74,7 efg 76,0 e 62,2 h 75,2 bc 15,1 13,6 30,1 15,2
CMT 50 77,7 cdef 83,7 bcd 69,4 def 67,4 def 11,7 4,9 22,0 24,0
CMT 59 76,7 ef 86,3 ab 63,6 h 74,7 bc 12,8 1,9 28,5 15,8
CMT 68 83,4 abcd 63,7 hi 772 b 62,6 fgh 5,2 27,6 13,3 29,4
CMT 69 72,5 fg 66,2 gh 68,4 ef 70,1 cde 17,6 24,8 23,1 21,0

Os valores em mm dos diametros das col6nias sdo a média de trés replicatas. Os extratos brutos foram testados na concentracao de
100 mg.L™". DMSO e extrato de farelo de trigo foram utilizados como controles negativos. Os controles contendo extrato de farelo de
trigo ndo exibiram inibicdo para isolados em teste (suprimido da tabela). As médias seguidas pela mesma letra, em uma mesma
coluna, nado diferem estatisticamente, de acordo com o teste de Tukey a 5 % de significancia. As siglas: C.l.,, Colletotrichum
lindemuthianum; F.o., Fusarium oxysporum; R.s., Rhizhoctonia solani e S.s., Sclerotinia sclerotiorum.
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4. Discussao

A cultura do feijoeiro comum pode ser acometida por uma série de
doengas que comprometem sua produgdo e, consequentemente, geram
prejuizos econdmicos. Entre os principais fungos fitopatogénicos causadores
de danos a essa cultura, destacam-se C. lindemuthianum, F. oxysporum f.
sp. phaseoli, R. solani e S. sclerotiorum, que tradicionalmente sao
controlados por meio da aplicagao de produtos quimicos (Bolton et al., 2006;
Carvalho et al., 2011; Pedro et al., 2012; Dias et al., 2013). Além de levar a
selecdo de fitopatdgenos resistentes, o uso indiscriminado de defensivos
agricolas pode ter efeitos deletérios sobre o meio ambiente e a saude
humana (Grigoletti Junior et al., 2000; Morandi e Bettiol, 2009). Diante da
importancia da cultura do feijoeiro comum, evidencia-se a necessidade
eminente de desenvolvimento de medidas alternativas, como controle
biolégico, que sejam viaveis tanto do ponto de vista econdmico como
ecoldgico, para o controle dos patdégenos que acometem essa cultura.

No presente estudo, adotou-se a metodologia de triagem “ensaio de
cultura dupla”, também chamado de “cultura pareada” e de “confronto direto”
(Bell et al., 1982; Campanile et al., 2007) com o intuito de analisar o
potencial de fungos endofiticos isolados dos tecidos foliares do feijoeiro
comum atuarem como antagonistas a fungos fitopatogénicos. Essa
metodologia é interessante, pois, possibilita estudar um grande numero de
potenciais antagonistas e selecionar aqueles que apresentam as
caracteristicas de interesse (Mariano, 1993).

Por meio da analise qualitativa do ensaio de cultura dupla realizado
neste estudo, verificou-se que 50 % (45/90) dos isolados endofiticos foram
considerados capazes de inibir o crescimento de C. lindemuthianum e 36,7
% (33/90) de F. oxysporum. Um percentual menor de isolados, neste caso
16,7 % (15/90) e 27,8 % (25/90), apresentaram atividade antagbnica a R.
solani e S. sclerotiorum, respectivamente. Em relacdo a classificacdo da
atividade antagbénica de acordo com a escala proposta por Mejia et al.
(2008), as interacbes “+” entre os fitopatdgenos C. lindemuthianum e F.
oxysporum e os isolados endofiticos foram classificadas como competigéo

pelo substrato, enquanto que a maioria das interagcbes “+” entre os fungos
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fitopatogénicos R. solani e S. sclerotiorum e os fungos endofiticos foi
classificada como antibiose. Além das duas possiveis classificacbes
consideradas em nosso estudo, Mejia et al. (2008) ainda propuseram uma
terceira, chamada micoparasitismo, que se tratava da verificagcdo de
parasitismo direto do fungo endofitico sob a hifa do fitopatdégeno. Nés ndo a
consideramos em nosso estudo em virtude de ndo ter sido verificado a
sobreposi¢cao do crescimento de qualquer dos fungos endofiticos sobre os
fitopatégenos.

Observou-se que R. solani, um basidiomiceto que provoca a mela ou
murcha-da-teia micélica no feijoeiro comum, foi o patégeno que teve o
crescimento afetado pela menor quantidade de fungos endofiticos do
feijoeiro. Esse fitopatdgeno ja foi confrontado por meio de ensaio de cultura
dupla com fungos endofiticos de outras espécies vegetais. Foi o caso do
estudo desenvolvido por Kumar e Kaushik (2013), onde culturas pareadas
foram realizadas entre nove fungos endofiticos, isolados do pinhdo-manso
(Jatropha curcas L.), e os patogenos F. oxysporum, R. solani e S.
sclerotiorum. Foi verificado que os isolados endofiticos eram capazes de
inibir satisfatoriamente o crescimento de S. sclerotiorum e/ou F. oxysporum,
mas nenhum deles foi efetivo contra R. solani. Diante desses achados e dos
resultados de nosso estudo, é perceptivel que R. solani € um fungo que
merece ainda mais estudos em busca de medidas efetivas de seu controle,
quer sejam por meio da prospec¢ao de antagonistas endofiticos, quer sejam
por outros medidas alternativas.

As plantas fornecem um micro-sistema complexo com uma ampla
variedade de nichos, oferecendo ambientes adequados para a coexisténcia
e interagcdo de diversos micro-organismos, tanto em seus tecidos internos
como nos externos (Leme et al., 2013). Diante disso, depreende-se que, em
um ecossistema natural, uma planta potencialmente estara interagindo com
mais de um fitopatdgeno em simultdneo. Partindo do pressuposto de que,
para um fungo endofitico ser selecionado para emprego em controle
biolégico, ele deve ter sido capaz de inibir o crescimento de diferentes
fitopatdogenos in vitro, somente os isolados (15, no total) que, na analise

qualitativa do ensaio de cultura dupla, tiveram suas interagées com os quatro
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fungos fitopatogénicos utilizados neste estudo classificadas como “+”, foram
selecionados para os ensaios posteriores.

A analise quantitativa do ensaio de cultura dupla realizado entre os
quatro fitopatégenos e os 15 isolados endofiticos anteriormente citados,
revelou uma variagédo significativa, de acordo com o teste de Tukey (p <
0,05), no crescimento micelial dos fungos fitopatogénicos, a depender do
endofitico que estava presente. Maiores percentuais de inibicdo foram
verificados para o agente da antracnose do feijoeiro comum, C.
lindemuthianum, que variaram entre 49,0 e 75,3 %, seguido pelo agente da
fusariose, com inibicdes variando entre 34,8 e 53,6 %. A inibicdo do
crescimento micelial de S. sclerotiorum variou entre 32,7 e 47,8 %, ao passo
que as inibicdes de R. solani foram desde 4,3 % até, no maximo, 47,2 %.

Os resultados de nossa investigagado sao coerentes com os registros
encontrados na literatura. Rocha et al. (2009), por meio de metodologia
equanime a utilizada neste estudo, confrontaram 12 fungos endofiticos
isolados de Symphytum officinale L. com o patdgeno S. sclerotiorum. Quatro
isolados endofiticos tiveram melhor atividade antagbnica, resultando em
reducao do crescimento do fitopatdogeno entre 46,7 % e 50,0 %, percentuais
semelhantes aos detectados em nosso estudo. Lahlali e Hijri (2010), também
por ensaio de cultura dupla, antagonizaram seis fungos endofiticos, isolados
de plantas de batata ou de bordo noruegués, com um isolado de R. solani.
Os seis isolados foram capazes de inibir o fitopatégeno, com inibi¢cdes
variando entre 11,4 e 81,8 %.

Uma vez verificado que fungos endofiticos do feijoeiro comum eram
capazes de inibir o crescimento micelial de fungos fitopatogénicos e, que
essa atividade inibitéria se deu tanto por competicido pelo substrato, como
por antibiose, procurou-se investigar a capacidade de inibicdo de outros
micro-organismos de maneira ainda mais aprofundada. Assim, os 15
isolados endofiticos selecionados foram submetidos a cultivo, pelo método
de fermentacdo no estado sélido, para a obtencao de extratos brutos de
metabdlitos. Na fermentagdo em estado solido, emprega-se um substrato
natural como fonte de carbono (nesse estudo foi utilizado o farelo de trigo),
em presenga de uma quantidade minima de agua. Esse tipo de fermentagéo

tem sido considerada vantajosa em relagdo a outros métodos, como a
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fermentagcdo submersa, em virtude de promover um crescimento fungico
mais rapido e possibilitar uma producdo diferenciada de metabdlitos
secundarios (Takahashi e Lucas, 2008). Além disso, o uso de um substrato
natural como fonte de carbono e energia para o fungo durante a fermentagao
possibilita o aproveitamento de residuos da agroindustria, como bagago de
cana-de-acucar, casca de arroz, residuos de processamento do sisal, entre
outros, o que € muito interessante, tanto do ponto de vista econémico como
ecoldgico.

Micro-organismos, assim como as plantas, sdo considerados
importantes fontes de produtos naturais bioativos com propriedades
biotecnolégicas (Suryanarayanan et al., 2009; Conti et al., 2012). Entre
esses micro-organismos, podemos destacar os fungos endofiticos. Aqui,
avaliamos a atividade antimicrobiana dos extratos brutos de metabdlitos de
fungos endofiticos isolados do feijoeiro contra fungos fitopatogénicos e
patdogenos bacterianos de origem alimentar e de importancia médica.

Em relagdo a atividade antibacteriana, observou-se uma atividade
inibitoria significativa em relagdo as bactérias Gram-positivas, uma vez que
todas as bactérias testadas foram inibidas. Halos de inibicdo de até 14,3 £
0,6 mm foram observados para B. cereus, de 31,3 + 0,6 para B. subtilis, de
25,7 £ 0,6 para L. monocytogenes e de até 19,6 £ 0,6 para S. aureus. Esses
resultados sao coerentes com os de Idris et al. (2013), que avaliaram a
atividade antibacteriana de extratos brutos de metabdlitos de fungos
endofiticos isolados da planta medicinal Kigelia africana (Lam) Benth. contra
B. subtilis, S. aureus e E. coli, tendo observado halos de inibicao para essas
bactérias variando entre 14,0 e 37,0 mm.

Entre as bactérias Gram-positivas utilizadas neste estudo e que
tiveram seu crescimento inibido em virtude da presenca de extratos brutos
de metabdlitos de fungos endofiticos do feijoeiro, estd L. monocytogenes.
Esse patdogeno de origem alimentar é considerado de grande preocupagao
devido a sua capacidade de sobreviver e crescer em uma ampla variedade
de substratos alimentares e condi¢des ambientais, incluindo refrigeragéo
(Galvez et al., 2010).

Nenhuma das bactérias Gram-negativas utilizadas neste estudo (E.

coli e P. aeruginosa) foram inibidas pelos extratos brutos de metabdlitos de
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fungos endofiticos. Resultados semelhantes foram observados por Radu e
Kqueen (2002) e por Phongpaichit et al. (2006). Radu e Kqueen (2002), ao
avaliar a atividade antibacteriana de extratos de fungos endofiticos, isolados
de diferentes plantas medicinais, contra B. subtilis (bactéria Gram-positiva) e
Salmonella typhimurium (bactéria Gram-negativa), ndo detectaram qualquer
extrato efetivo contra a bactéria Gram-negativa. Ja no estudo de
Phongpaichit et al. (2006), foi avaliada a atividade inibitéria de extratos
fermentados de fungos endofiticos isolados de espécies de Garcinia sp.
contra diferentes micro-organismos, entre eles E. coli e P. aeruginosa.
Apesar de terem detectado extratos efetivos contra S. aureus, Candida
albicans e Cryptococcus neoformans, nenhum extrato mostrou efetividade
contra as bactérias Gram-negativas testadas.

As bactérias Gram-negativas apresentam uma membrana externa
como constituinte de suas paredes celulares, que atua como uma barreira de
permeabilidade, impedindo a difusdo de compostos nocivos a elas (Nikaido,
2003; Tortora et al., 2012). Provavelmente, as membranas externas das
bactérias utilizadas nesta investigagdo sao impermeaveis aos metabdlitos
antimicrobianos presentes nos extratos utilizados.

Ja em relacdo a atividade antifungica, a maxima inibicdo do
crescimento de C. lindemuthianum verificada foi de 29,1 %, enquanto que
para F. oxysporum foi de 27,6 %. Para R. solani e S. sclerotiorum, foram
verificadas inibicbes um pouco maiores, de 30,1 % e, 36, 2 %. Apesar da
inibicdo do crescimento micelial pelos extratos de metabdlitos dos fungos
endofiticos ter sido menor que a inibicdo promovida pela presenga do fungo
em si, ainda assim € uma inibicdo significativa e que vai de encontro ao
mecanismo atribuido a atividade antagbnica promovida pelos fungos
endofiticos utilizados neste estudo, seguindo a classificagdo de Mejia et al.
(2008), que propuseram classificar a atividade antagbnica dos fungos em
ensaios de cultura dupla como sendo do tipo “antibiose”, que era assim
caracterizada quando se verificava a presenga de halos de inibicao e,
“‘competicdo pelo substrato”, quando havia o maior crescimento do fungo
endofitico em relagdo ao fungo fitopatogénico, sem a presenga de uma zona
de inibigdo. Como ja mencionado anteriormente, a atividade antagbnica

atribuida aos endofiticos quando em interagédo com C. lindemuthianum e F.
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oxysporum foi competicdo pelo substrato, enquanto que para R. solani e S.
sclerotiorum foi principalmente antibiose. Assim, era de se esperar que a
inibicdo promovida pelos extratos dos fungos endofiticos aos agentes
etiolégicos da antracnose e da fusariose fossem menores que as inibi¢cdes
de S. sclerotiorum e R. solani, como realmente ocorreu.

Entre os isolados endofiticos do feijoeiro comum cujos extratos
promoveram maiores inibicbes do crescimento das bactérias testadas e,
também apresentaram atividades antagbnicas significativas aos fungos
fitopatogénicos, podemos destacar os isolados  Colletotrichum
gloeosporioides (CMON 45) e Cochliobolus sp. (CMON 53). Isolados desses
géneros ja foram detectados como endofiticos de outras espécies vegetais
(Rodrigues e Menezes, 2002; Wang et al., 2008; Leite et al., 2013) e alguns
inclusive como fitopatogénicos.

Novos esforcos devem ser empreendidos com a finalidade de
caracterizar quimicamente os constituintes dos extratos fermentados
utilizados neste estudo, sobretudo a(s) molécula(s) responsavel(is) pelo
efeito antimicrobiano. Tais moléculas poderao servir como protétipos para o
desenvolvimento de agroquimicos ou antimicrobianos, empregaveis em
praticas agricolas e na area médica e/ou médica veterinaria.

Conclui-se que fungos endofiticos do feijoeiro comum (Phaseolus
vulgaris L.) apresentam potencial de controle de fitopatdégenos e produzem
metabdlitos antimicrobianos promissores, que devem ser explorados de

forma ainda mais aprofundada para fins biotecnoldgicos.
5. Agradecimentos
A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnolégico (CNPq) e a Fundagcao de Amparo a Pesquisa do Estado de

Minas Gerais (FAPEMIG) pelo apoio financeiro.

43



6. Referéncias

Ali-Shtayeh MS, Ghdeib SIA (1999). Antifungal activity of plant extracts
against dermatophytes. Mycoses 42: 665-672.

Arnold AE, Lutzoni F (2007). Diversity and host range of foliar fungal
endophytes: Are tropical leaves biodiversity hotspots? Ecology 88 (3):541-
549.

Arnold AE, Mejia LC, Kyllo D, Rojas EI, Maynard Z, Robbins N, Herre EA
(2003). Fungal endophytes limit pathogen damage in a tropical tree.
Proceedings of the National Academy of Sciences (PNAS) 100(26): 15649-
15654.

Azevedo JL (1998). Microrganismos endofiticos. In: Melo IS, Azevedo JL.
(Ed.) Ecologia microbiana. Jaguariuna: EMBRAPA, p. 117-137.

Azevedo JL (1999). Boténica: uma ciéncia basica ou aplicada? Revista
brasileira de Boténica 22(2): 225-229.

Azevedo JL, Maccheroni Junior W, Pereira JO, Araujo WL (2000).
Endophytic microorganisms: a review on insect control and recent advances
on tropical plants. Electronic Journal of Biotechnology 3(1): 40-65.

Azevedo L, Gomes JC, Stringheta PC, Gontijo AMMC, Padovani CR, Ribeiro
LR, Salvadori DMF (2003). Black bean (Phaseolus vulgaris L.) as a
protective agent against DNA damage in mice. Food and Chemical
Toxicology 41: 1671-1676.

Bailey JA, Deverall BJ (1971). Formation and activity of phaseollin in the
interaction between bean hypocotyls (Phaseolus vulgaris) and physiological
races of Colletotrichum lindemuthianum. Physiological and Molecular Plant
Pathology 1: 435-439.

Bara R, Aly AH, Wray V, Lin W, Proksch P, Debbab A (2013). Talaromins A
and B, new cyclic peptides from the endophytic fungus Talaromyces
wortmannii. Tetrahedron Letters, 54(13): 1686—1689.

Barretti PB, Romeiro RS, Mizubuti ESG, Souza JT (2009). Selegdo de
bactérias endofiticas de tomateiro como potenciais agentes de biocontrole e
de promocao de crescimento. Ciéncia e Agrotecnologia 33: 2038-2044.

Bell DK, Wells HD, Markham CR (1982). In vitro antagonism of Trichoderma
species six fungal plant pathogens. Phytopathology 72: 379-382.

Benchimol RL, Chu EY, Yuitimuto R, Dias-Filho MB (2000). Controle da
fusariose em plantas de pimenta-do-reino com bactérias endofiticas:
sobrevivéncia e respostas morfofisiolégicas. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira 35(7): 1343-1348.

44



Bolton MD, Thomma BPHJ, Nelson BD (2006). Sclerotinia sclerotiorum (Lib.)
de Bary: biology and molecular traits of a cosmopolitan pathogen. Molecular
Plant Pathology 7(1): 1-16.

Borges WS, Pupo MT (2006). Novel anthraquinone derivatives produced by
Phoma sorghina, an endophyte found in association with the medicinal plant
Tithonia diversifolia (Asteraceae). Journal of the Brazilian Chemical Society
17(5): 929-934.

Brackmann A, Neuwald DA, Ribeiro ND, Freitas ST (2002). Conservagao de
trés gendtipos de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) do grupo carioca em
armazenamento refrigerado e em atmosfera controlada. Ciéncia Rural 32(6):
911-915.

Brown EA, McCarter SM (1976). Effect of a seedling disease caused by
Rhizoctonia solani on subsequent growth and yield of cotton. Phytopathology
66: 111-115.

Cabral D, Stone JK, Carroll GC (1993). The internal mycobiota of Juncus
spp.: microscopic and cultural observations of infection patterns. Mycological
Research 97(3): 367-376.

Caféu MC, Silva GH, Teles HL, Bolzani VS, Araujo AR, Young MCM,
Pfenning LH (2005). Substancias antifungicas de Xylaria sp., um fungo
endofitico isolado de Palicourea marcgravii (Rubiaceae). Quimica Nova
28(6): 991-995.

Campanile G, Ruscelli A, Luisi N (2007). Antagonistic activity of endophytic
fungi towards Diplodia corticola assessed by in vitro and in planta tests.
European Journal of Plant Pathology 117(3): 237-246.

Carvalho AJ, Andrade MJB, Guimaraes RJ (2007). Sistemas de producéao de
feijdo intercalado com cafeeiro adensado recém-plantado. Ciéncia e
Agrotecnologia 31(1): 133-139.

Carvalho DDC, Mello SCM, Lobo Junior M, Silva MC (2011). Controle de
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli in vitro e em sementes, e promog¢ao do
crescimento inicial do feijoeiro comum por Trichoderma harzianum. Tropical
Plant Pathology 36(1): 28—34.

Chutia M, Deka BP, Pathak MG, Sarma TC, Boruah P (2009). Antifungal
activity and chemical composition of Citrus reticulata Blanco essential oil
against phytopathogens from North East India. LWT - Food Science and
Technology 42(3), 777-780.

Clarke BB, White Jr JF, Hurley RH, Torres MS, Sun S, Huff DR (2006).

Endophyte-mediated suppression of dollar spot disease in fine fescues. Plant
Disease 90: 994-998.

45



CLSI. M7-A6 (2003). Metodologia dos Testes de Sensibilidade a Agentes
Antimicrobianos por Diluigdo para Bactéria de Crescimento Aerdbico: Norma
Aprovada — Sexta Edicdo. Clinical and Laboratory Standards Institute
Wayne.

Compant S, Duffy B, Nowak J, Clement C, Barka EA (2005). Use of plant
growth-promoting bacteria for biocontrol of plant diseases: principles,
mechanisms of action, and future Prospects. Applied and Environmental
Microbiology 71(9): 4951-4959.

Conti R, Guimaraes DO, Pupo MT (2012). Aprendendo com as intera¢des da
natureza: microrganismos simbiontes como fontes de produtos naturais
bioativos. Ciéncia e Cultura 64(3): 43-47.

Crawford KM, Land JM, Rudgers JA (2010). Fungal endophytes of native
grasses decrease insect herbivore preference and performance. Oecologia
164(2): 431-444.

Dias PP, Berbara RLL, Fernandes MCA (2013). Controle de Rhizoctonia
solani e Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli por biopreparados de isolados
de Trichoderma spp. Summa Phytopathologica 39(4): 258—-262.

Dolatabadi HK, Goltapeh EM, Mohammadi N, Rabiey M, Rohani N, Varma A
(2012). Biocontrol Potential of Root Endophytic Fungi and Trichoderma
Species Against Fusarium Wilt of Lentil Under In vitro and Greenhouse
Conditions. Journal of Agricultural Science and Technology 14: 407—420.

Embrapa (1994). O cultivo do feijjao: recomendagbes técnicas. Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Embrapa / Centro Nacional de
Pesquisa de Arroz e Feijao — CNPAF, 83p.

Fernandes MRV, Silva TAC, Pfenning LH, Costa-Neto CM, Heinrich TA,
Alencar SM, Lima MA, lkegaki M (2009). Biological activities of the
fermentation extract of the endophytic fungus Alternaria alternata isolated
from Coffea arabica L. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences 45(4):
677-685.

Fisher PJ, Petrini O, Lappin Scott HM (1992). The distribution of some fungal
and bacterial endophytes in Maize (Zea mays L). New Phytologist 122: 299—
305.

Galvez A, Abriouel H, Benomar N, Lucas R. (2010). Microbial antagonists to
food-borne pathogens and biocontrol. Current Opinion in Biotechnology 21:
142-148.

Gange AC, Eschen R, Wearn JA, Thawer A, Sutton BC (2012). Differential

effects of foliar endophytic fungi on insect herbivores attacking a herbaceous
plant. Oecologia 168(4): 1023—-1031.

46



Gonzaga LL, Queiroz MV (2010). Isolamento e Identificagcdo de Fungos
Endofiticos do Tecido Foliar de Feijao (Phaseolus vulgaris L.) da Zona da
Mata Mineira. Monografia (Graduagdo em Ciéncias Biologicas) -
Universidade Federal de Vigosa.

Grigoletti Junior A, Santos AF, Auer CG (2000). Perspectivas do uso do
controle bioldgico contra doencgas florestais. Floresta 30: 155-165.

Hamayun M, Khan S, Ahmad N, Tang DS, Kang SM, Na CIl, Sohn EY,
Hwang YH, Shin DH, Lee BH, Kim JG, Lee IJ (2009a). Cladosporium
sphaerospermum as a new plant growth-promoting endophyte from the roots
of Glycine max (L.). Merr. World Journal Microbiology and Biotechnology
25(4): 627-632.

Hamayun M, Khan SA, Kim HY, Chaudhary MF, Hwang YH, Shin DH, Kim
IK, Lee BH, Lee IJ (2009b). Gibberellin production and plant growth
enhancement by newly isolated strain of Scolecobasidium tshawytschae.
Journal of Microbiology and Biotechnology 19(6): 560-565.

Hanada RE, Pomella AWV, Costa HS, Bezerra JL, Loguercio LL, Pereira JO
(2010). Endophytic fungal diversity in Theobroma cacao (cacao) and T.
grandiflorum (cupuacgu) trees and their potential for growth promotion and
biocontrol of black-pod disease. Fungal Biology 114(11-12): 901-910.

Horn WS, Simmonds MSJ, Schwartz RE, Blaney WM (1995).
Phomopsichalasin, a novel antimicrobial agent from an endophytic
Phomopsis sp. Tetrahedron 51 (14):3969-3978.

Huang W-Y, Cai Y-Z, Xing J, Corke H, Sun M (2007). A potential antioxidant
resource: endophytic fungi from medicinal plants. Economic Botany 61(1):
14-30.

IBGE (2013). Indicadores IBGE: Levantamento Sistematico da Producgéo
Agricola, dezembro de 2013. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica,
119 p.

Idris A, Al-tahir I, Idris E (2013). Antibacterial activity of endophytic fungi
extracts from the medicinal plant Kigelia africana. Egyptian Academic Journal
of Biological Sciences 5(1): 1-9.

Kaul S, Gupta S, Ahmed M, Dhar MK (2012). Endophytic fungi from
medicinal plants: a treasure hunt for bioactive metabolites. Phytochemistry
Reviews 11(4): 487-505.

Kendrick JB, Snyder WC (1942). Fusarium yellows of Beans. Phytopathology
32(11): 1010-1014.

Khan AL, Hamayun M, Kang SM, Kim YH, Jung HY, Lee JH, Lee IJ (2012).
Endophytic fungal association via gibberellins and indole acetic acid can

47



improve plant growth under abiotic stress: an example of Paecilomyces
formosus LHL10. BMC Microbiology 12: 1-14.

Kumar S, Kaushik N (2013). Endophytic Fungi Isolated from Qil-Seed Crop
Jatropha curcas Produces Oil and Exhibit Antifungal Activity. Plos One
8(2):1-8.

Lahlali R, Hijri M (2010). Screening, identification and evaluation of potential
biocontrol fungal endophytes against Rhizoctonia solani AG3 on potato
plants. FEMS Microbiology Letters 311: 152-159.

Larran S, Perello A, Simon MR, Moreno V (2007). The endophytic fungi from
wheat (Triticum aestivum L.). World Journal Microbiology and Biotechnology
23: 565-572.

Leite TS, Cnossen-Fassoni A, Pereira OL, Mizubuti ESG, Araujo EF, Queiroz
MV (2013). Novel and Highly Diverse Fungal Endophytes in Soybean
Revealed by the Consortium of Two Different Techniques. Journal of
Microbiology 51(1): 56—69.

Leme AC, Bevilagua MRR, Rhoden SA, Mangolin CA, Machado MFPS,
Pamphile JA (2013). Molecular characterization of endophytes isolated from
Saccharum spp based on esterase and ribosomal DNA (ITS1-5.8S-ITS2)
analyses. Genetics and Molecular Research 12(3): 4095-105.

Mariano RLR (1993). Métodos de selecdo “in vitro” para controle
microbiolégico. Revisdo Anual de Patologia de Plantas 1: 369—4009.

Marquez SS, Bills GF, Herrero N, Zabalgogeazcoa i (2012). Non-systemic
fungal endophytes of grasses. Fungal ecology 5: 289-297.

Mejia LC, Rojas El, Maynard Z, Bael SV, Arnold AE, Hebbar P, Samuels GJ,
Robbins N, Herre EA (2008). Endophytic fungi as biocontrol agents of
Theobroma cacao pathogens. Biological Control 46: 4—14.

Momesso LS, Kawano CY, Ribeiro PH, Nomizo A, Goldman GH, Pupo MT
(2008). Chaetoglobosinas produzidas por Chaetomium globosum, fungo
endofitico associado a Viguiera robusta Gardn. (Asteraceae). Quimica Nova
31(7): 1680-1685.

Morandi MAB, Bettiol W (2009). Controle biolégico de doencgas de plantas no
Brasil. In: Bettiol W, Morandi MAB (Ed.) (2009). Biocontrole de doengas de
plantas: uso e perspectivas. Embrapa Meio Ambiente, 341 p.

Moreno E, Varughese T, Spadafora C, Arnold E, Coley PD, Kursar TA,
Gerwick WH, Cubilla-Riosa L (2011). Chemical Constituents of the New
Endophytic Fungus Mycosphaerella sp. nov. and Their Anti-Parasitic Activity.
Natural Product Communications 6: 835-840.

48



Moura AB, Romeiro RS, Neves MCP (1998). Bioensaio para avaliagao
massal de actinomicetos antagonistas a Ralstonia solanacearum, em
tomateiro. Pesquisa Agropecuaria Brasileira 33(12): 2065-2072.

Muller CB, Krauss J (2005). Symbiosis between grasses and asexual fungal
endophytes. Current Opinion in Plant Biology 8 (4): 450-456.

Mussi-Dias V, Araujo ACO, Silveira SF, Rocabado JMA, Araujo KL (2012).
Fungos endofiticos associados a plantas medicinais. Revista Brasileira de
Plantas Medicinais 14(2): 261-266.

Nikaido H (2003). Molecular Basis of Bacterial Outer Membrane Permeability
Revisited. Microbiology and Molecular Biology Reviews 67(4): 593-656.

Oki Y, Soares N, Belmiro MS, Corréa Jr. A, Fernandes GW (2009). Influéncia
dos fungos endofiticos sobre os herbivoros de Baccharis dracunculifolia
(Asteraceae). Neotropical Biology and Conservation 4(2): 83-88.

Orole OO, Adejumo TO (2011). Bacterial and fungal endophytes associated
with grains and roots of maize. Journal of Ecology and The Natural
Environment. 3: 298-303.

Ownley BH, Gwinn KD, Vega FE (2010). Endophytic fungal
entomopathogens with activity against plant pathogens: ecology and
evolution. BioControl 55: 113—128.

Pedro EAS, Harakava R, Lucon CMM, Guzzo SD (2012). Promogao do
crescimento do feijoeiro e controle da antracnose por Trichoderma spp.
Pesquisa Agropecuaria Brasileira 47(11): 1589-1595.

Peixoto Neto PAS, Azevedo JL, Araujo WL (2002). Microrganismos
endofiticos. Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento 29: 62-77 .

Petrini O (1991). Fungal endophytes of tree leaves. In: Andrews JH, Hirano
SS (eds) Microbial ecology of leaves. Spring-Verlag, New York, pp 179-197.

Phongpaichit S, Rungjindamai N, Rukachaisirikul V, Sakayaroj J (2006).
Antimicrobial activity in cultures of endophytic fungi isolated from Garcinia
species. FEMS Immunology and Medical Microbiology 48(3): 367-372.

Pimentel IC, Glienke-Blanco C, Gabardo J, Stuart RM, Azevedo JL (2006).
Identification and colonization of endophytic fungi from soybean (Glycine max
(I.) merril) under different environmental conditions. Brazillian Archives of
Biology and Technology 49(5): 705-711.

Purdy LH (1979). Sclerotinia sclerotiorum: history, diseases and

symptomatology, host range, geographic distribution, and impact.
Phytopathology 69: 875-880.

49



Radu S, Kqueen CY (2002). Preliminary screening of endophytic fungi from
medicinal plants in malaysia for antimicrobial and antitumor activity.
Malaysian Journal of Medical Sciences 9(2): 23-33.

Raps A, Vidal S (1998). Indirect effects of an unspecialized endophytic
fungus on specialized plant — herbivorous insect interactions. Oecologia 114
541-547.

Rocha ACS, Garcia D, Uetanabaro APT, Carneiro RTO, Araujo IS, Mattos
CRR, Goées-Neto A (2011). Foliar endophytic fungi from Hevea brasiliensis
and their antagonism on Microcyclus ulei. Fungal Diversity 47: 75—-84.

Rocha R, Luz DE, Engels C, Pileggi SAV, Jaccoud Filho DS, Matiello RR,
Pileggi M (2009). Selection of endophytic fungi from comfrey (Symphytum
officinale L.) for in vitro biological control of the phytopathogen Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.). Brazilian Journal of Microbiology 40(1): 73-78.

Rodrigues AAC, Menezes M (2002). Detecgao de fungos endofiticos em
sementes de caupi provenientes de Serra Talhada e de Caruaru, Estado do
Pernambuco. Fitopatologia Brasileira 27(5): 532-537.

Rodriguez RJ, White Junior JF, Arnold AE, Redman RS (2009). Fungal
endophytes: diversity and functional roles. The New phytologist 182(2), 314—
330.

Rubini MR, Silva-Ribeiro RT, Pomella AWV, Maki CS, Araujo WL, Santos
DR, Azevedo JL (2005). Diversity of endophytic fungal community of cacao
(Theobroma cacao L.) and biological control of Crinipellis perniciosa, causal
agent of Witches’ Broom Disease. International Journal of Biological
Sciences 1: 24-33.

Santamaria J, Bayman P (2005). Fungal epiphytes and endophytes of coffee
leaves (Coffea arabica). Microbial Ecology 50:1-8.

Schulz B, Boyle C, Draeger S, Rdmmert A, Krohn K (2002). Endophytic
fungi: a source of novel biologically active secondary metabolites.
Mycological Research 106: 996-1004.

Sette LD, Passarini MRZ, Delarmelina C, Salati F, Duarte MCT (2006).
Molecular characterization and antimicrobial activity of endophytic fungi from
coffee plants. World Journal Microbiology and Biotechnology 22: 1185-1195.

Shiomi HF, Silva HSA, Melo IS, Nunes FV, Bettiol W (2006). Bioprospecting
endophytic bacteria for biological control of coffee leaf rust. Scientia Agricola
63(1): 32-39.

Silva GH, Oliveira CM, Teles HL, Bolzani VS, Araujo AR, Pfenning LH,
Young MCM, Costa-Neto CM, Haddad R, Eberlin MN (2010). Citocalasinas
produzidas por Xylaria sp., um fungo endofitico de Piper aduncum
(piperaceae). Quimica Nova 33(10): 2038-2041.

50



Silva JRC, Souza RM, Zacarone AB, Silva LHCP, Castro MAS (2008).
Bactérias endofiticas no controle e inibicdo in vitro de Pseudomonas
syringae pv tomato, agente da pinta bacteriana do tomateiro. Ciéncia e
agrotecnologia 32(4): 1062-1072.

Sousa CS, Soares ACF, Garrido MS (2009). Producdo de mudas de
tomateiro em substrato orgénico inoculado e incubado com estreptomicetos.
Bragantia 68(1): 195-203.

Souza AQL, Souza ADL, Astolfi Filho S, Belém Pinheiro ML, Sarquis MIM,
Pereira JO (2004). Atividade antimicrobiana de fungos endofiticos isolados
de plantas toxicas da amazonia: Palicourea longiflora (aubl.) rich e Strychnos
cogens bentham. Acta Amazébnica 34(2): 185-195.

Strobel G, Daisy B (2003). Bioprospecting for microbial endophytes and their
natural products. Microbiology and Molecular Biology Reviews 67(4): 491-
502.

Strobel GA, Miller RV, Martinezmiller C, Condron MM, Teplow DB, Hess WM
(1999). Cryptocandin, a potent antimycotic from the endophytic fungus
Cryptosporiopsis cf. quercina. Microbiology 145: 1919-1926.

Stuart RM, Roméao AS, Pizzirani-Kleiner AA, Azevedo JL, Araujo WL (2010).
Culturable endophytic filamentous fungi from leaves of transgenic
imidazolinone-tolerant sugarcane and its non-transgenic isolines. Archives of
Microbiology 192(4): 307-13.

Sun Z, Zhang M, Zhang J, Feng J (2011). Antifungal and cytotoxic activities
of the secondary metabolites from endophytic fungus Massrison sp.
Phytomedicine 18: 859— 862.

Suryanarayanan TS, Thirunavukkarasu N, Govindarajulu MB, Sasse F,
Jansen R, Murali TS (2009). Fungal endophytes and bioprospecting. Fungal
Biology Reviews 23: 9—19.

Takahashi JA, Lucas EMF (2008). Ocorréncia e diversidade estrutural de
metabdlitos fungicos com atividade antibiotica. Quimica Nova 31(7): 1807-
1813.

Tejesvi MV, Nalini MS, Mahesh B, Prakash HS, Kini KR, Shetty HS, Subbiah
V (2007). New hopes from endophytic fungal secondary metabolites. Boletin
de la Sociedad Quimica de México 1(1): 19-26.

Tortora GJ, Funke BR, Case CL (2012). Microbiologia, 10. ed. Porto Alegre,
Artmed.

Vega FE, Simpkins A, Aime MC, Posada F, Peterson SW, Rehner SA,
Infante F, Castillo A, Arnold AE (2010). Fungal endophyte diversity in coffee

51



plants from Colombia, Hawai’i, Mexico and Puerto Rico. Fungal Ecology 3:
122-138.

Wang Y, Lo H, Wang P (2008). Endophytic fungi from Taxus mairei in
Taiwan: first report of Colletotrichum gloeosporioides as an endophyte of
Taxus mairei. Botanical Studies 49: 39-43.

You YH, Yoon H, Kang SM, Shin JH, Choo YS, Lee lJ, Lee JM, Kim JG
(2012). Fungal Diversity and Plant Growth Promotion of Endophytic Fungi
from Six Halophytes in Suncheon Bay. Journal of Microbiology and
Biotechnology 22(11): 1549—1556.

52



CAPITULO lII:
VARIABILIDADE GENETICA DE FUNGOS DO GENERO Diaporthe
ISOLADOS COMO ENDOFITICOS DE Phaseolus vulgaris L.

Taides Tavares dos Santos; Tiago de Souza Leite; Casley Borges de
Queiroz; Elza Fernandes de Araujo; Olinto Liparini Pereira; Marisa Vieira de
Queiroz*

*Corresponding Author: Department of Microbiology/BIOAGRO,
Universidade Federal de Vigosa, Avenue Peter Henry Rolfs, s/n Campus
Universitario, Vigosa, Minas Gerais, Brazil. Zip Code: 36570-900. Phone
number: +55 (31) 3899 2975 Fax: +55 (31) 3899 2573. E-mail:
<mvqueiro@ufv.br>

Resumo

Fungos do género Diaporthe apresentam ampla distribuicdo geografica e
sdo descritos como fitopatogénicos, endofiticos e saprofiticos, além de ja
terem sido relatados como causadores de doengas em humanos e em
outros mamiferos. Historicamente, o reconhecimento de espécies desse
género baseou-se principalmente em afiliagdo ao hospedeiro. Mudangas na
taxonomia de fungos desse género ocorreram e, atualmente, pressupde-se
que apenas por meio do uso de técnicas moleculares é possivel a
identificacdo acurada ao nivel de espécie. O género Diaporthe foi relatado
como um dos mais abundantes na comunidade fungica endofitica do
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.). Os objetivos do presente estudo
foram comparar a efetividade da analise individual e concatenada de
genes/locus génicos na identificacdo de isolados endofiticos do género
Diaporthe de P. vulgaris e na avaliagcdo de suas relacdes filogenéticas e
avaliar a variabilidade genética desses isolados por meio de marcadores
moleculares. As sequéncias da regido ITS do rDNA dos isolados do género
Diaporthe do feijoeiro, juntamente com as sequéncias parciais dos genes
que codificam o fator de elongacdo da tradugdo 1-a, B-tubulina e
calmodulina, foram utilizados para o estudo das relacdes filogenéticas,
enquanto que marcadores IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified
Polymorphism) e REMAP (Retrotransposon-Microsatellite =~ Amplified
Polymorphism) foram utilizados na analise de variabilidade genética. Apesar
de diferirem significativamente entre si em relagdo ao crescimento micelial e
a morfologia da colbnia, todos os isolados deste estudo foram identificados
como pertencentes ao género Diaporthe e, mais da metade deles, como
pertencentes a mesma espécie, quando se considerou os resultados do
sequenciamento da regido ITS do rDNA isoladamente. Por meio de filogenia
multilocus, foi possivel inferir a identidade dos isolados como Diaporthe sp.,
D. infecunda, D. melonis e D. phaseolorum. A analise de agrupamento,
realizada com os dados dos marcadores IRAP e REMAP em conjunto,
mostrou-se muito coerente em relagcdo ao que foi verificado na filogenia
multilocus e, revelou a existéncia de grande variabilidade genética,
sobretudo entre os isolados de D. infecunda. Concluiu-se que a abordagem
filogenética multilocus foi mais efetiva que analise individual de sequéncias
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de ITS no estudo das relagdes filogenéticas de fungos endofiticos do género
Diaporthe do feijoeiro e que marcadores moleculares do tipo IRAP e REMAP
podem ser empregados no estudo de variabilidade genética de fungos desse
género.

Palavras-chave: Fungo endofitico; Filogenia multilocus; IRAP; REMAP;
Diaporthe.

1. Introdugao

O género Diaporthe (anamorfo: Phomopsis) apresenta uma ampla
distribuicdo ao redor do mundo e uma grande variedade de hospedeiros.
Espécies desse género podem ser fitopatogénicas, saprofiticas, ou ainda,
assumirem um estilo de vida simbionte e ocorrerem como endofiticas
(Uecker, 1988; Rossman et al., 2007; Udayanga et al., 2011; Gomes et al.,
2013), isto &, viverem no interior de tecidos vegetais, em pelo menos uma
parte de seu ciclo de vida, sem aparentemente causar qualquer dano a seus
hospedeiros (Petrini, 1991; Cabral et al., 1993).

Fungos do género Diaporthe ja foram isolados como endofiticos de
uma ampla variedade de hospedeiros, tanto de regides de clima temperado
quanto tropical (Pereira et al., 1999; Gamboa-Gaitan et al., 2005; Botella e
Diez, 2011; Gonzalez e Tello, 2011; Rocha et al., 2011), o que inclui
isolamentos a partir de culturas agricolas de grande interesse econdmico,
como plantas de cacau (Rubini et al., 2005), de café (Vega et al., 2010), de
soja (Leite et al., 2013) e de feijao comum (Gonzaga e Queiroz, 2010).

O reconhecimento de espécies no género Diaporthe baseou-se
historicamente em morfologia de estruturas vegetativas e reprodutivas,
caracteristicas culturais e, principalmente, no hospedeiro (Rehner e Uecker,
1994). Com a comprovacgao de que espécies de Phomopsis podem ter mais
que um hospedeiro (Wehmeyer, 1933; van Niekerk et al., 2005), mudangas
na taxonomia de fungos desse género ocorreram e varios estudos baseados
na regidao ITS do rDNA, na sequéncia parcial do fator de elongagdo da
tradugcao 1-a, nos genes do mating-type, entre outros, foram desenvolvidos
visando a identificacdo mais acurada das espécies desse género (Zhang et
al.,, 1997, 1999; van Niekerk et al., 2005; Santos et al., 2010, 2011).

Atualmente, pressupde-se que somente com o uso técnicas moleculares
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pode-se alcancgar a identificagdo dos isolados ao nivel de espécie (Santos e
Phillips, 2009; Santos et al., 2010; Udayanga et al., 2012).

O método de Reconhecimento de Espécies Filogenéticas baseado em
Concordancia Genealdgica (GCPSR) tem fornecido uma resolugdo mais
acurada para espécies em comparagao com a identificacdo de espécies
baseada em morfologia ou em critérios de compatibilidade reprodutiva
(Taylor et al., 2000; Dettman et al., 2003; Cai et al., 2011; Udayanga et al.,
2012). Dessa forma, por meio de uma analise de sequéncias multilocus, na
qual sequéncias de dois ou mais genes sao analisados ao mesmo tempo, a
concordancia na genealogia prover a resolu¢cdo da identidade ao nivel de
espécie, 0 que é muito util, sobretudo quando a identificacdo baseada em
taxonomia classica é praticamente inviabilizada em virtude da caréncia de
caracteres morfologicos suficientemente distinguiveis (Rokas et al., 2003;
Lumbsch et al., 2005; van der Merwe et al., 2010; Cai et al., 2011; Udayanga
etal., 2012).

Varios marcadores moleculares tém sido descritos na literatura como
alternativas para se avaliar a variabilidade genética intra e/ou interespecifica
de fungos, cada um deles com suas vantagens e desvantagens. Entre esses
marcadores, cita-se RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)
(Hulbert et al., 1988; Flood et al., 1992), RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) (Arnau et al., 1994; Talamini et al.,, 2006), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) (Majer et al., 1996; Ansari et al.,
2004) e marcadores baseados em sequéncias repetidas intergénicas curtas
dispersas no genoma (Repetitive Extragenic Palindromic — REP;
Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus - ERIC e elementos BOX)
(Edel et al., 1995; Arora et al., 1996; Ash et al., 2010).

Recentemente, novos marcadores moleculares tém sido utilizados
nos estudos de variabilidade genética em fungos, com destaque para os
marcadores moleculares baseados em elementos transponiveis: o IRAP
(Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism) (Kalendar et al., 1999), que
detecta polimorfismo pela amplificagdo de regides entre dois
retrotransposons vizinhos, e o REMAP (Retrotransposon-Microsatellite
Amplified Polymorphism) (Kalendar et al., 1999), que detecta polimorfismos

por amplificagao de regides entre retrotransposons e microssatélites. Os
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polimorfismos gerados pela presenga ou auséncia do retrotransposon em
determinado /locus podem ser usados como marcas para fingerprinting
(Grzebelus, 2006). Os marcadores IRAP e REMAP, além de terem sido
usados para avaliagdo de variabilidade genética de fungos (Branco et al.,
2007; Zein et al., 2010; Santana et al., 2012; Santos et al., 2012; Santana et
al., 2013), podem ser empregados no mapeamento genético (Manninen et
al., 2000) e na identificagcao de isolados (Zein et al., 2010).

Em 2012, Santos e colaboradores desenvolveram e aplicaram os
marcadores IRAP e REMAP para avaliar a diversidade genética intra e
interespecifica de espécies do género Colletotrichum (Santos et al., 2012).
No ano seguinte, Santana et al. (2013) utilizaram os mesmos marcadores
em 27 espécies de fungos, de 11 ordens diferentes, e evidenciaram que os
marcadores IRAP e REMAP utilizados em seu trabalho também poderiam
ser aplicados para analisar a variabilidade genética de outros géneros de
fungos, mesmo que estes nao possuam o genoma sequenciado, como é o
caso do género Diaporthe.

Entre os fungos endofiticos isolados do feijoeiro comum (Phaseolus
vulgaris L.), o género Diaporthe foi um dos mais abundantes,
correspondendo a 11,5 % do total de isolados (Gonzaga e Queiroz, 2010).
Esse género de fungos merece ser estudado por varias razbes: 1) o género
nao possui um bom marcador morfolégico que possibilite a caracterizagao
ao nivel de espécie por meio da taxonomia classica; 2) as espécies desse
género tém sido comumente encontradas como fitopatogénicas ou
endofiticas de uma ampla variedade de espécies vegetais (van Niekerk et
al., 2005; Udayanga et al., 2012; Gomes et al., 2013) e 3) fungos do género
Phomopsis tém sido relatados como produtores de diferentes compostos de
interesse biotecnoldgico (Horn et al., 1995; Wagenaar e Clardy, 2001; Dai et
al., 2005; Silva et al., 2005; Pornpakakul et al., 2007; Rukachaisirikul et al.,
2008). Diante disso, é instigante o desenvolvimento de trabalhos visando
analisar e melhor caracterizar a variabilidade genética desse género de
fungos.

Assim, o presente trabalho objetivou comparar a efetividade da
analise individual e concatenada de genes/locus génicos na identificacdo e

no estudo das relagbes filogenéticas de isolados endofiticos do género
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Diaporthe de P. vulgaris e avaliar a variabilidade genética desses isolados
por meio de marcadores moleculares baseados em elementos transponiveis
(IRAP e REMAP).

2. Material e métodos
2.1. Micro-organismos

Neste estudo foram utilizados nove isolados do género Diaporthe, que
foram isolados por Gonzaga e Queiroz (2010), a partir de folhas sadias das
cultivares Ouro Negro e Talisma de feijoeiro comum (P. wvulgaris L.). O
isolado do género Diaporthe representante da cultivar Ouro Negro é o
CMON 20, enquanto os isolados da cultivar Talisma sdo: CMT 20, CMT 38,
CMT 41, CMT 43, CMT 50, CMT 60, CMT 70 e CMT 71.

2.2. Morfologia da colonia e avaliagao do crescimento micelial de

fungos do género Diaporthe

A morfologia das colbnias dos nove isolados de Diaporthe foi avaliada
apo6s sete dias de crescimento em trés meios de cultura distintos: 1) BDA
(Himedia®); 2) Sabourad Dextrose Agar (Himedia®) e 3) YMC [composic&o:
extrato de levedura, 10,0 g (Himedia®); extrato de malte, 2,0 g (Himedia®);
agar, 15,0 g (Himedia®) e agua destilada em quantidade suficiente para
completar para 1 L)]. Desta maneira, os fungos foram repicados, em
triplicata, nos trés meios de cultivo, para avaliagdo do crescimento micelial.
Os resultados foram registrados pela medigdo do didmetro da colénia (em
milimetros), em quatro dire¢des diferentes, com auxilio de um paquimetro,
considerando-se os valores medios de trés replicatas. A Analise de Variancia
(ANOVA) e a comparagao das médias pelo teste Tukey a 5 % de

significancia foi realizada utilizando o programa R (versao 3.0.0).
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2.3. Extracao de DNA, amplificagao e sequenciamento

Os nove isolados do género Diarpothe foram repicados em meio de
cultura BDA e apds 5 a 7 dias de crescimento, uma por¢gao de micélio foi
coletado para extragcao de DNA por meio do Kit “Ultra Clean™ Microbial DNA
Isolation” da MoBio Laboratories seguindo o protocolo indicado pelo
fabricante.

Os oligonucleotidios iniciadores utilizados na amplificagcdo dos
diferentes genes ou locus dos fungos endofiticos do género Diaporthe, bem
como as condi¢coes de amplificacdo da PCR estao descritas na Tabela 1.

O produto de cada uma das reagdes da PCR variando em torno de
300 a 650 pb foi purificado utilizando o Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega, Madison USA) e sequenciados pelo método de
terminacdo da cadeia por dideoxinucleotideos (Sanger et al., 1977),
utiizando o kit “BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing”. O
sequenciamento foi realizado pela empresa Macrogen, localizada na Coréia
do Sul (http://dna.macrogen.com).

Os produtos do sequenciamento de ambas as fitas de DNA foram
agrupados em contiguos, alinhados e corrigidos automaticamente, utilizando
o programa DNA Baser Sequence Assembler v3.x 2012 (Heracle BioSoft
SRL Romania, http://www.DnaBaser.com). Uma busca comparativa da
identidade das sequéncias nucleotidicas obtidas dos isolados endofiticos
deste estudo em contraposi¢ao ao banco de dados do GenBank foi realizada
usando um algoritmo de alinhamento local para sequéncias nucleotidicas
(Blastn) (Altschul et al., 1990).
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Tabela 1. Genes ou locus utilizados na analise multilocus de fungos do género Diaporthe com os respectivos oligonucleotideos

iniciadores e as condi¢cdes de amplificacao da PCR.

Genel/loci Identificagao Sequéncia 5’ -3’ Referéncia Condi¢coes de amplificagao

95 °C: 2 min.; (95° C 1 min., 51

ITS ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA Gardes e Bruns, 1993 °C, 1 min., 72° C, 1 min) x 36
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al., 1990 ciclos; 72 °C, 7 min., mantido no

final a 4 °C
EF 1-a EF1-728F  CATCGAGAAGTTCGAGAAGG Carbone e Kohn, 1999 95 °C: 2 min,; (95° C 1 min., 55
EF1-986R  TACTTGAAGGAACCCTTACC Carbone e Kohn, 1999  °C, 1 min., 72° C, 1 min) x 36
ciclos; 72 °C, 7 min., mantido no

final a 4 °C
TUB Bt2a GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC Glass e Donaldson, 1995 95 °C: 2 min.; (95° C 1 min., 65
Bt2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC Glass e Donaldson, 1995 °C. 1 min., 72° C, 1 min) x 36
ciclos; 72 °C, 7 min., mantido no

final a 4 °C
CAL CAL228F GAGTCCAAGGAGGCCTTCTCCC Carbone e Kohn, 1999 95 °C: 2 min.; (95° C 1 min., 55
CAL737R  CATCTTTCTGGCCATCATGG Carbone e Kohn, 1999 °C, 1 min., 72° C, 1 min) x 36
ciclos; 72 °C, 7 min., mantido no

final a 4 °C

As siglas: ITS, regido espagadora interna transcrita do rDNA; EF 1-a, sequéncia parcial do gene que codifica o fator de elongagéo da tradugao 1-
a; TUB, sequéncia parcial do gene que codifica a B-tubulina e CAL, sequéncia parcial do gene que codifica a calmodulina.
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2.4. Analise filogenética

Um teste de homogeneidade dos dados particionados (PHT) foi
aplicado como implementado em Paup 4b10 (Swofford et al., 2001) para
avaliar a possibilidade de concatenar o conjunto dos dados: ITS, EF 1-q,
TUB e CAL. No total, cinco matrizes de dados foram analisadas sendo
comparadas somente a matriz dos dados de ITS e a matriz de dados dos 4
genes ou locus concatenados.

A analise filogenética individual da regido ITS do rDNA e a analise
concatenada das regides ITS, EF 1-a, TUB e CAL, ou seja, a analise
multilocus foram realizadas por meio da Inferéncia Bayesiana utilizando o
programa MrBayes 3.2.1 (Huelsenbeck e Ronquist, 2001), sendo que
previamente o melhor modelo evolutivo foi escolhido para cada particao
(gene ou locus) usando o programa MrModeltest v2.3 (Nylander, 2004).
Duas corridas independentes com quatro cadeias Markovianas Monte Carlo
(MCMC) foram rodadas por 10.000.000 de geracbes e as arvores foram
amostradas e retidas a cada 1000® geragdo. As primeiras amostras de
arvores neste caso 1.000.000 das mesmas foram descartadas na fase de
burnin e as arvores permanecentes foram sumarizadas para gerar uma
arvore consenso da maioria.

Os ramos das arvores cujos valores de bootstrap e, ou, de
probabilidade a posteriori estivessem abaixo de 80 % foram omitidos. O
motivo para tal € que valores abaixo de 80 % indicam uma baixa
confiabilidade dos dados com pouco suporte estatistico (Harada et al.,
1995).

Os isolados Phomopsis vaccinii (CBS 160.32) e Diaporthe vaccinii
(CBS 122114) foram utilizados como grupo externo. Outras sequéncias de
DNA de culturas ex-type do GenBank foram utilizadas nas analises
filogenéticas (Tabela 2).

As sequéncias de DNA da regido ITS, EF 1-a, TUB e CAL dos
isolados deste estudo serao depositadas no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e o alinhamento e as arvores filogenéticas
serao depositados no TreeBase (www.treebase.org).
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O alinhamento de sequéncias concatenadas e manualmente
ajustadas dos genes ou locus (ITS, EF 1-a, TUB e CAL), na realizagédo da
Inferéncia Bayesiana, continha 22 sequéncias de DNA de isolados fungicos,
sendo nove isolados deste estudo e 13 isolados do GenBank (Tabela 2). O
numero de caracteres utilizados na analise filogenética foram 1601 para a

analise concatenada e 473 para a regi&do ITS do rDNA.
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Tabela 2. Fungos do género Phomopsis/Diaporthe utilizados neste trabalho.

Cddigo do Pais de Numero de acesso no GenBank
isolado Identidade Hospedeiro origem Coletor ITS EF 1-a TUB CAL
CMON 20 - Phaseolus vulgaris Brazil L Gonzaga - - - -
CMT 20 - Phaseolus vulgaris Brazil L Gonzaga - - - -
CMT 38 - Phaseolus vulgaris Brazil L Gonzaga - - - -
CMT 41 - Phaseolus vulgaris Brazil L Gonzaga - - - -
CMT 43 - Phaseolus vulgaris Brazil L Gonzaga - - - -
CMT 50 - Phaseolus vulgaris Brazil L Gonzaga - - - -
CMT 60 - Phaseolus vulgaris Brazil L Gonzaga - - - -
CMT 70 - Phaseolus vulgaris Brazil L Gonzaga - - - -
CMT 71 - Phaseolus vulgaris Brazil L Gonzaga - - - -
CBS 592.81 Diaporthe Helianthus annuus Serbia M Muntanola AY705842 GQ250308 JX275465 JX197454
helianthi Cvetkovic
CBS 344.94 Diaporthe Helianthus annuus, seed n.d. n.d. KC343114 KC343840 KC344082 KC343356
helianthi
CBS 435.87 Diaporthe Glycine soja Indonesia  HVermeulen KC343141 KC343867 KC344109 KC343383
melonis
CBS 507.78 Diaporthe Cucumis melo USA L Berha FJ889447 GQ250314 JX275423 JX197417
melonis
CBS 116020 Diaporthe Aster exilis USA: A Mengistu KC343176 KC343902 KC344144 KC343418
phaseolorum Mississippi
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Tabela 2. (continuacéo).

Cédigo do Pais de Numero de acesso no GenBank
isolado Identidade Hospedeiro origem Coletor ITS EF 1-a TUB CAL
CBS 116019 Diaporthe Caperonia palustris USA: A Mengistu KC343175 KC343901 KC344143 KC343417

phaseolorum Mississippi
MFLUCC 10- Diaporthe Hylocerus undatus Thailand D Udayanga JQ619875 JX275389 JX275424 JX197418
0608 phaseolorum
LGMF908 Diaporthe Schinus terebinthifolius, Brazil J Lima KC343127 KC343853 KC344095 KC343369
infecunda endophytic in leaf
LGMF912 Diaporthe Schinus terebinthifolius, Brazil J Lima KC343128 KC343854 KC344096 KC343370
infecunda endophytic in leaf
MFLUCC 10- Diaporthe sp. Aeschynanthus radicans  Thailand SC JQ619885 JX275399 JX275433 JX197426
0582 Karunarathna
MFLUCC 10- Diaporthe sp. Dead wood-unknown Thailand D Udayanga JQ619877 JX275391 JX275428 JX197421
0570
CBS 122114  Diaporthe vaccinii ~ Vaccinium corymbosum USA: D C Ramsdell KC343225 KC343951 KC344193 KC343467
Michigan
CBS 160.32 Phomopsis Oxycoccus macrocarpus USA HF Bain AF317578 GQ250326 JX275436 n.d.
vaccinii

As siglas referentes aos cddigos dos isolados: CBS - CBS Fungal Biodiversity Centre, Utrecht, The Netherlands; LGMF - Culture Collection of Laboratory of
Genetics of Microorganisms, Federal University of Parana, Curitiba, Brazil; MFLUCC - Mae Fah Luang University Culture Collection; CMON, Cultura pura da
cultivar Ouro Negro; CMT, Cultura pura da cultivar Talisma. As siglas referentes aos genes amplificados: ITS, regido espacadora interna transcrita do rDNA; EF
1-a, sequéncia parcial do gene, que codifica o fator de elongacao da tradugédo 1-a; TUB, sequéncia parcial do gene, que codifica a 3-tubulina e CAL, sequéncia
parcial do gene, que codifica a calmodulina.
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2.5. Fingerprinting baseado nos marcadores IRAP e REMAP

As combinagdes de oligonucleotidios iniciadores utilizadas nas

analises IRAP e REMAP estao descritas na Tabela 3.

Tabela 3. Oligonucleotideos iniciadores e combinagdes utilizadas na reagéo
de PCR para as andlises de IRAP e REMAP de isolados endofiticos do

género Diaporthe.

Técnica Identificagao Sequéncia 5’ - 3’ Referéncia
IRAP (1) CLIRAP1 CGTACGGAACACGCTACAGA Santos et al., 2012
CLIRAP4 CTTTTGACGAGGCCATGC Santos et al., 2012
IRAP (II) CLIRAP2 AATAACGTCTCGGCCTTCAG Santana et al., 2013
CLIRAP4 CTTTTGACGAGGCCATGC Santos et al., 2012
REMAP CLIRAP4 CTTTTGACGAGGCCATGC Santos et al., 2012
MS1 GGCGGCGGCGGCGGCGGCGGLCT  Santana et al., 2012

As reacgdes e as condigdes de amplificacdo foram realizados em nove
isolados como descrito por Santos et al. (2012). Os amplicons foram
seperados em eletroforese gel de agarose 1,5 % (m/v) contendo brometo de
etideo (0,2 pg/mL) em tampao TBE 1X. O marcador de massa molecular
utilizado foi o 1 Kb DNA Ladder (Promega, Madison USA).

As bandas de cada combinacdo de oligonucleotideos iniciadores
utilizadas na amplificagdo foram classificadas com numero um (presenca) ou
zero (auséncia) entre os diferentes isolados. A reprodutibilidade dos perfis
de bandas foi testada por trés repeticdes da PCR com todos os isolados e
primers utilizados. Somente bandas reprodutiveis foram usadas nas
analises. O numero de locus amplificados e o percentual de polimorfismos
foram calculados no programa POPGENE versdo 1.32 (Yeh et al., 1999).
Um dedrograma (com bootstrap de 1000 replicatas) foi construido pelo
método de agrupamento nao ponderado (UPGMA) usando o pvclust

implementado no pacote R versao 3.0.0 (R development Core Team 2007).
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3. Resultados

A partir dos resutados do sequenciamento da regido ITS do rDNA, os
nove isolados deste estudo foram identificados como pertencentes ao
mesmo género (Diaporthe) e, mais da metade deles, CMON 20, CMT 20,
CMT 43, CMT 50 e CMT 60, como pertencentes a mesma espécie
(Diaporthe helianthi).

Apesar das semelhangas verificadas nas sequéncias de nucleotideos
que compdem a regido ITS desses isolados, quando se partiu para uma
caracterizagdo morfolégica, observou-se que esses isolados diferem entre si
em relagao ao crescimento micelial, de acordo com o teste de Tukey a 5 %
de significancia (Tabela 4), uma vez que uns crescem mais rapidamente do
que outros, mesmo estando sob as mesmas condi¢des de temperatura,
atmosfera e disponibilidade de nutrientes. Além disso, eles diferem também

em relagao a morfologia da col6nia, como pode ser verificado na Figura 1.

Tabela 4. Crescimento micelial de isolados endofiticos do género Diaporthe,

apdés um periodo de sete dias em meio BDA.

Isolado Diametro médio (mm)
CMT 70 79,2 a
CMT 43 729b
CMT 41 71,8b
CMT 20 67,6 c
CMT 50 65,8 cd
CMON 20 62,4 de
CMT 71 60,2 e
CMT 60 415f
CMT 38 39,2 f

Valores médios seguidos pela mesma letra
nao diferem estatisticamente, de acordo
com o teste de Tukey a 5 % de
significancia.
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CMT 70 CMT 60 CMT 50 CMT 43 CMT 41 CMT 38 CMT 20 CMON 20

CMT 71

Figura 1. Morfologia de colbnias de isolados endofiticos do género Diaporthe
(CMON 20, CMT 20, CMT 38, CMT 41, CMT 43, CMT 50, CMT 60, CMT 70 e CMT
71), em trés meios de cultura (BDA, Sabourad Dextrose Agar — SDA e YMC), apds
sete dias de crescimento a 25 °C e em condigbes de fotoperiodo de 12 horas.
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Por meio do sequenciamento parcial do gene que codifica o fator de
elongacéo da tradugdo 1-a (abreviado como EF 1-a), do que codifica a -
tubulina (TUB) e do que codifica a calmodulina (CAL) de cada um dos nove
isolados, foi possivel estudar o relacionamento filogenético dos mesmos com
base em Analise Filogenética Multilocus. O relacionamento filogenético
baseado somente na regido ITS do rDNA dos isolados desse estudo com
outros isolados linhagens-tipo do GenBank esta representado na Figura 2.
Ja na Figura 3, é representado o relacionamento filogenético dos isolados
deste estudo pela arvore consenso da maioria, gerada pela Inferéncia
Bayesiana para a regido ITS do rDNA e para os genes ou locus: ITS, EF 1-q,
TUB e CAL.

Como se pode verificar, a utilizagcdo da regido ITS do rDNA
indivualmente para a delimitacdo de espécies género Diaporthe (Figura 2),
nao foi suficiente, quando comparado com a Analise Filogenética Multilocus
(Figura 3), que demonstrou uma identificagcdo mais robusta ao nivel de
especie ou género dos isolados de estudo com os isolados de linhagens-tipo
do GenBank.

Na arvore representativa da regido ITS do rDNA os nds ancestrais, no
geral, sdo pouco sustentados pelos valores de probabilidade a posteriori. Um
exemplo é o clado comum a ambas as arvores filogenéticas, que continham
os isolados: CMON 20, CMT 50, CMT 60, CMT 20, CMT 43, LGMF 908 e
LGMF 912. Neste caso, na arvore multilocus os valores de probabilidade a
posteriori foram bem mais robustos, quando comparada a arvore de ITS, o
que confirma, realmente, que estes isolados sao pertencentes a espécie D.
infecunda.

Na arvore multilocus, os isolados CMT 70 e CMT 38 foram agrupados
robustamente com isolados da espécie D. phaseolorum, enquanto somente
CMT 70 agrupou-se com isolados de D. phaseolorum na arvore da regido
ITS do rDNA. Além disso, os isolados CMT 41 e CMT 71, que se
apresentavam dispersos na arvore de ITS foram agrupados na arvore
multilocus com isolados da espécie D. melonis e com Diaporthe sp.,

respectivamente.
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J— CBS 592.81 Diaporthe helianthi
1.0

CBS 344.94 Diaporthe helianthi

CMT 41

CMT 38

MFLUCC 10-0608 Diaporthe phaseolorum

CMT 70

CBS 116019 Diaporthe phaseolorum

CBS 116020 Diaporthe phaseolorum

r CMON 20

— LGMF912 Diaporthe infecunda

LGMF908 Diaporthe infecunda

e 082 CMT 60

- CMT 50

- CMT 43

— CMT 20
|\7 MFLUCC 10-0582 Diaporthe sp.
MFLUCC 10-0570 Diaporthe sp.
|\7 CBS 435.87 Diaporthe melonis
CBS 507.78 Diaporthe melonis

—— CMT 71

0I— CBS 160.32 Phomopsis vaccinii
1.0

|- CBS 122114 Diaporthe vaccinii
0.1

Figura 2. Arvore filogenética obtida pela Inferéncia Bayesiana (IB) usando a
sequéncia nucleotidica da regiao ITS do rDNA sendo 9 isolados deste estudo e 13
isolados do GenBank. Ao lado de cada né ancestral é evidenciado da esquerda
para a direita o valor de probabilidade a posteriori. Valores de probabilidade a
posteriori abaixo de 80 % foram omitidos.

68



CBS 116020 Diaporthe phaseolorum

CBS 116019 Diaporthe phaseolorum

CMT 70
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MFLUCC 10-0608 Diaporthe phaseolorum

—— CBS 435.87 Diaporthe melonis
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| CBS 592.81 Diaporthe helianthi
1.00

CBS 344.94 Diaporthe helianthi

100
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CMT 50

0.86

CMT 60

LGMF908 Diaporthe infecunda
0.98 “
LGMF912 Diaporthe infecunda

1.00

— CMT 20

CMT 43

MFLUCC 10-0582 Diaporthe sp.
1.00

MFLUCC 10-0570 Diaporthe sp.

091

CMT 71

|—— CBS 160.32 Phomopsis vaccinii

1.00

CBS 122114 Diaporthe vaccinii
0.1
Figura 3. Arvore filogenética multilocus obtida pela Inferéncia Bayesiana (IB)
usando a sequéncia nucleotidica concatenada da regido ITS do rDNA, EF 1-a, TUB
e CAL sendo 9 isolados deste estudo e 13 isolados do GenBank. Ao lado de cada
no ancestral é evidenciado da esquerda para a direita o valor de probabilidade a

posteriori.
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Em relacdo a analise de variabilidade genética realizada com os
marcadores IRAP e REMAP, os nove isolados apresentaram amplicons com
alto grau de reprodutibilidade para todas as combinagdes de
oligonucleotideos. Um total de 74 loci foi amplificado, sendo 100 %
polimorficos. A combinagdo dos oligonucleotideos iniciadores CLIRAP1 e
CLIRAP4 amplificou 30 loci, enquanto que a combinagcdo CLIRAP2 e
CLIRAP4 amplificou 26. A combinacdo CLIRAP4 e MS1 gerou 18 loci
(Figura 4).
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Figura 4. Perfil eletroforético de amplificacdo do DNA de nove isolados de
Diaporthe sp. gerado por meio das técnicas IRAP (A e B) e REMAP (C).
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Na analise de agrupamento, observa-se a formagédo de trés grupos
principais (Figura 5), sendo o primeiro grupo composto pelos isolados CMT
41 e CMT 71; o segundo pelos isolados CMON 20, CMT 20, CMT 43, CMT
50 e CMT 60; e, o terceiro pelos isolados CMT 38 e CMT 70.

Interessantemente, todos os isolados que foram confirmados pela
analise filogenética multilocus como pertencentes a espécie D. infecunda,
ficaram agrupados em um mesmo grupo, o segundo grupo. O isolado CMON
20, que é originado de uma cultivar de feijoeiro comum distinta (Ouro Negro),
agrupou-se conjuntamente com isolados da cultivar Talisma. Apesar de
esses cinco isolados pertencerem a mesma espécie e nao terem se
agrupado com isolados de outras espécies nesta analise, ainda € possivel
visualizar a formacado de dois subgrupos, sendo um constituido pelos
isolados CMT 20 e CMT 43 e o outro pelos isolados CMT 50 com CMT 60.

—— CMT 71
o)
L — CMT 41
— CMT20
E |
s
L CMT43
= —— CMT 60
(o)
Y
L CMT 50
©
—— CMON 20
—— CMT 70
0
L CMT38
| [ | | | [ ]

1.0 09 08 07 06 05 04

Height

Figura 5. Dendrograma de distancia genética de nove isolados do género
Diaporthe. A distancia genética foi baseada nos locus obtidos por meio de IRAP e
REMAP. Os valores de bootstrap foram obtidos com 1000 replicatas; somente
valores acima de 63 foram mostrados. O dendrograma foi construido pelo método
UPGMA.
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4. Discussao

O género Diaporthe, que historicamente teve sua taxonomia baseada,
sobretudo, em afiliagcdo ao hospedeiro (Uecker, 1988), € um género muito
interessante de ser estudado do ponto de vista de variabilidade genética.
Fungos integrantes desse género apresentam uma ampla distribuicdo
geografica e compreendem desde espécies fitopatogénicas, a espécies
saprdfitas, endofiticas e até mesmo espécies patogénicas a humanos e
outros mamiferos (Uecker, 1988; Sutton et al., 1999; Rossman et al., 2007,
Garcia-Reyne et al., 2011; Udayanga et al., 2011; Gomes et al., 2013).

Neste estudo, nds investigamos a variabilidade genética de fungos do
género Diaporthe isolados como endofiticos do feijoeiro comum. A forga
motriz dessa pesquisa veio primeiramente da constatacdo de que esse
género foi um dos mais abundantes na comunidade fungica endofitica do
feijoeiro (Gonzaga e Queiroz, 2010). Somou a isso, o interesse de melhor
compreender os relacionamentos filogenéticos dos isolados obtidos como
endofiticos de P. vulgaris L. tendo em vista a variedade de interagcdes que os
fungos desse género podem estabelecer com seus hospedeiros, além dos
relatos na literatura cientifica de que espécies endofiticas do género sao
produtoras de compostos de interesse biotecnoldgico (Horn et al., 1995;
Silva et al., 2005; Rukachaisirikul et al., 2008).

Apos o advento das ferramentas moleculares, o sequenciamento de
genes e/ou regides intergénicas tem sido usado para identificar espécies ou
adicionar peso as avaliagdes ou reavaliagdes taxondmicas de fungos (Ash et
al., 2010). Diferentes genes e regides intergénicas foram descritas como
sendo sequéncias barcode para a identificacdo de fungos. Entre elas, a que
mais se destaca e que tem sido bastante utilizada é a regido ITS do rDNA
(Gardes e Bruns, 1993; Schoch et al., 2012). A partir do sequenciamento
dessa regido genOmica, os isolados cujas sequéncias nucleotidicas,
comparadas uma a uma (Blastn), apresentam uma identidade na regido ITS
acima de 95,0 %, sao considerados pertencentes aquele género e/ou
espécie (Arnold e Lutzoni, 2007). Os isolados deste estudo foram

inicialmente identificados especialmente com base no sequenciamento
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dessa regido, uma vez que n&o foi possivel a observagdo dos conidios
desses isolados endofiticos, considerados Mycelia sterilia (Naik, 2009).

Assim, apesar dos isolados desse estudo diferirem significativamente
em relagdo ao crescimento micelial e pela morfologia da colénia, com o
sequenciamento da regido ITS do rDNA, todos eles foram identificados como
pertencentes ao género Diaporthe e cinco deles como sendo de uma mesma
especie, no caso Diaporthe helianthi, espécie esta que é relatada como
agente etiolégico do cancro-da-haste em girassol (Helianthus annuus)
(Muntanola-Cvetkovi¢ et al., 1981).

Para melhor investigar o relacionamento filogenético dos isolados do
género Diaporthe detectados como endofiticos de P. vulgaris e procurando
obter uma identificagcdo mais acurada dos isolados ao nivel de espécie, foi
realizado o sequenciamento de outras regides do genoma (EF 1-a, TUB e
CAL), indicadas em estudos prévios como bons marcadores para o estudo
de relagdes filogenéticas de fungos desse género (Udayanga et al., 2012;
Gomes et al., 2013).

Comparando a analise filogenética que se baseou em sequéncias de
ITS do rDNA isoladamente com a que utilizou ITS concatenado as
sequéncias parciais dos genes EF 1-a, TUB e CAL, foi perceptivel que
aquela que utilizou sequéncias concatenadas, isto é, a analise de
sequéncias multilocus, mostrou-se muito mais satisfatéria na delimitacao de
especies do género Diaporthe, assim como ocorreu nos estudos de
Udayanga et al. (2012) e de Gomes et al. (2013).

Por meio da analise filogenética multilocus, confirmou-se que a
maioria dos isolados do feijoeiro comum sao representantes da espécie D.
infecunda. Essa espécie foi ineditamente descrita por Gomes et al. (2013),
em um estudo que procurava resolver a taxonomia e filogenia de uma
colecdo de Diaporthe, cujos isolados foram obtidos a partir de diversos
hospedeiros, exercendo interagdes patogénicas, saprofiticas ou endofiticas.
Diaporthe infecunda foi isolado especificamente como endofitico das folhas
da aroeirinha (Schinus terebinthifolius) e teve concordancia genealdgico com
cinco de nossos isolados (CMON 20, CMT 20, CMT 43, CMT 50 e CMT 60),
que também sao endofiticos isolados de folhas.
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Dois de nossos isolados tiveram identidade confirmada como D.
phaseolorum. Essa espécie é ha tempos conhecida como o agente causal
de doencgas em soja, denominadas queima da haste e da vagem e cancro-
da-haste, e também podem provocar podriddo de sementes (Hobbs e
Phillips, 1985; Pioli et al., 2003). A espécie D. phaseolorum foi relatada como
endofitica pela primeira vez no estudo de Cheng et al. (2008), a partir de
isolamentos realizados da planta de mangue Kandelia candel.

O isolado CMT 41, que nao apresentou qualquer relacionamento
filogenético na arvore construida unicamente com as sequéncias de ITS, foi
identificado como D. melonis por meio da analise multilocus. Diaporthe
melonis foi descrito nos estudos de Behara e O’Brien (1979). Até onde
sabemos, este € o primeiro relato dessa espécie como endofitica.

Marcadores moleculares ja foram empregados em estudos prévios
para a analise de variabilidade genética de isolados do género Diaporthe
(Zhang et al., 1998; Nozaki et al., 2006; Ash et al.,, 2010). Entretanto,
nenhum deles envolveu o emprego de marcadores moleculares baseados
em elementos transponiveis. Zhang et al. (1998) empregaram PCR-RFLP
para estudar a variabilidade genética de D. phaseolorum e Phomopsis
longicolla isolados de soja; Nozaki et al. (2006), utilizaram marcadores do
tipo AFLP para a caracterizagao isolados do patdégeno D. citri, isolados de
plantas citricas; e, no estudo de Ash et al. (2010), REP, ERIC e BOX-PCR
foram empregados para estudar a variabilidade de Phomopsis sp. coletados
da erva-daninha Carthamus lanatus.

Os marcadores IRAP e REMAP utilizados em nosso estudo, que
foram originalmente desenvolvidos para avaliar a variabilidade genética de
fungos do género Colletotrichum (Santos et al., 2012), foram eficientes em
analisar a variabilidade genética também do género Diaporthe, uma vez que
os amplicons reprodutiveis foram gerados para todos os isolados, em todas
as combinagdes de oligonucleotideos iniciadores propostas. Isso se deve ao
fato de que esses marcadores anelam em regides LTR de retrotransposons,
que sao regides muito conservadas. Além disso, retrotransposons
apresentam grande dispersdo, abundancia e ubiquidade nos genomas dos

organismos eucariotos (Kalendar et al., 1999).
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Os resultados obtidos com esses marcadores para os fungos do
género Diaporthe demonstraram que esses fungos, apesar de terem sido
isolados como endofiticos do mesmo ¢6rgao (folha), da mesma espécie
vegetal (P. vulgaris), no mesmo espago temporal e da mesma localizagcao
geografica de coleta (Zona da Mata Mineira), possuem uma alta
variabilidade genética. Essa variabilidade genética revelada pelos
marcadores IRAP e REMAP nao é possivel de ser acessada simplesmente
pelo sequenciamento da regido ITS do rDNA, e provavelmente de alguma
outra sequéncia barcode tal como a subunidade maior do ribossomo (LSU)
do rDNA, que também ¢é utilizada para a identificagdo de isolados fungicos
(Botella e Diez, 2011), o que reforca a relevancia do uso dos marcadores
moleculares nos estudos variabilidade genética interespecifica de fungos.

A andlise de agrupamento realizada com os dados dos marcadores
IRAP e REMAP em conjunto revelou que os isolados deste estudo
apresentam uma alta variabilidade genética, formando diferentes clusters na
analise de agrupamento. Esses resultados sao condizentes com as relagdes
filogenéticas inferidas por meio da analise multilocus. Trés grupos puderam
ser verificados com o uso dos marcadores moleculares e dois deles s&o
formados por individuos confirmados como sendo da mesma espécie por
meio da andlise multilocus. E o caso do segundo grupo, formado
exclusivamente por isolados de D. infecunda, e do terceiro, formado por
isolados de D. phaseolorum.

Dos isolados de nosso estudo, CMT 71 foi o Unico que permaneceu
identificado apenas como Diaporthe sp. mesmo com a abordagem de
analise multilocus. CMT 41 e CMT 71, apesar de terem apresentado
concordancias genealdgicas diferentes, formaram um unico grupo quando
analisados por meio dos marcadores IRAP e REMAP.

Os marcadores moleculares utilizados neste estudo sao vantajosos
em relacdo a outros anteriormente empregados no estudo de variabilidade
genética de Diaporthe pelo fato de que eles baseam-se em elementos
transponiveis e, marcadores desse tipo sdo capazes de detectar grandes
mudancgas no genoma (Kalendar e Schulman, 2006), mudancas estas que
sao relacionadas com atividades de transposicdo, pois cada evento de
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transposicao gera um polimorfismo, que pode ser detectado por meio do uso
de ferramentas moleculares como estas (Grzebeleus, 2006).

A atividade de elementos transponiveis pode induzir uma variedade
de modificagbes no genoma fungico, como mutagdes, quebras e rearranjos
cromossOmicos e € um dos processos conhecidos como geradores de
variabilidade genética em fungos (lkeda et al., 2001; Daboussi e Capy,
2003). No caso dos isolados que compdem o segundo grupo do
dendrograma, IRAP e REMAP revelaram uma variabilidade genética que
nao pdde ser acessada hem mesmo por meio de uma analise de sequéncias
multilocus. O conhecimento da existéncia dessa variabilidade genética,
possibilitada somente por meio do uso de marcadores moleculares, como 0s
utilizados neste estudo, € muito interessante, por exemplo, na triagem de
isolados para exploragédo biotecnoldgica, pois, estudos que considerassem
apenas as informacdes relacionadas a identificagcdo do isolado ao nivel de
espécie e nao empregassem outras ferramentas moleculares para avaliar a
variabilidade genética existente e, até esse ponto, critptica, poderiam
precipitadamente cair no erro de considerar esses isolados como sendo
iguais, sendo que, na verdade, eles apresentam caracteristicas genéticas
diferentes e possivelmente também apresentam potenciais de utilizagcdo em
aplicagdes biotecnoldgicas diferentes. Neste contexto, sugere-se o emprego
de ferramentas moleculares, como o0s marcadores baseados
retrotransposons utilizados neste estudo, como um passo a mais na triagem

de isolados para exploragao biotecnoldgica.
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CONCLUSOES GERAIS

Fungos endofiticos isolados de tecidos foliares do feijoeiro comum
(Phaseolus vulgaris L.) apresentam potencial para controle de
fitopatdégenos que afetam a cultura do feijoeiro;

Extratos brutos de metabdlitos de fungos endofiticos do feijoeiro
exibem atividade antimicrobiana promissora;

A abordagem filogenética multilocus foi efetiva na identificagdo e no
estudo das relagdes filogenéticas de fungos do género Diaporthe
isolados do feijoeiro;

Marcadores moleculares IRAP e REMAP podem ser empregados em

estudos de variabilidade genética de fungos do género Diaporthe.
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