€ UNIFESSPA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO SUL E SUDESTE DO PARA - UNIFESSPA
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS
FACULDADE DE QUIMICA

DEISIANE DE SOUZA SILVA

ESTUDO DO POTENCIAL DE CONTROLE BIOLOGICO DE FUNGOS
ENDOFITICOS ASSOCIADOS AO BABACU

MARABA-PARA
2022



DEISIANE DE SOUZA SILVA

ESTUDO DO POTENCIAL DE CONTROLE BIOLOGICO DE FUNGOS
ENDOFITICOS ASSOCIADOS AO BABACU

Trabalho de Conclusédo de Curso,
apresentado a Faculdade de Quimica do
Instituto de Ciéncias Exatas da
Universidade Federal do Sul e Sudeste do
Para, como requisito parcial para obtencéo
do grau de Licenciatura Plena em Quimica

Orientadora: Profa. Dra. Marilene Nunes
Oliveira.

MARABA-PARA
2022



Dados Internacionais de Cataloga¢do na Publicacéo (CIP)
Universidade Federal do Sul e Sudeste do Para
Biblioteca Setorial Il da UNIFESSPA

M586a

Silva, Deisiane de Souza

Avaliacdo do potencial de controle biolégico de
fitopatdgenos por endofiticos do Babacgu / Deisiane de Souza
Silva. — 2022.

73 f.:il. color.

Orientador (a): Marilene Nunes Oliveira.

Trabalho de Concluséo de Curso (graduacédo) - Universidade
Federal do Sul e Sudeste do Para, Instituto de Ciéncias Exatas,
Faculdade de Quimica, Curso de Licenciatura Plena em Quimica,
Maraba, 2022.

1. Fungos endofiticos. 2. Controle biolégico - fungos. 3.
Babacu. I. Oliveira, Marilene Nunes, orient. Il. Titulo.

CDD: 22. ed.: 572.3

Elaborado por Marcelo da Silva Gomes — CRB-2/1208



DEISIANE DE SOUZA SILVA

AVALIACAO DO POTENCIAL DE CONTROLE BIOLOGICO DE
FITOPATOGENOS POR ENDOFITICOS DO BABACU

Trabalho de Conclusédo de Curso,
apresentado a Faculdade de Quimica do
Instituto de Ciéncias Exatas da
Universidade Federal do Sul e Sudeste do
Para, como requisito parcial para obtencéo
do grau de Licenciatura Plena em Quimica.

Data de aprovacao: Maraba (PA), 24 de junho de 2022.

Banca examinadora

Prof.2 Dra. Marilene Nunes Oliveira
Orientadora — FAQUIM/Unifesspa

Prof.2 Dra. SIMONE YASUE SIMOTE SILVA/ FAQUIM/Unifesspa
Membro Interno

Prof. Dr. ULISSES BRIGATTO ALBINO/ FAQUIM/Unifesspa
Membro Interno



Dedico este trabalho ao meu avd Valdemar
Vieira (in memorian), com gratiddo, amor e

muitas saudades.



AGRADECIMENTOS

Ao Senhor por seu infinito amor e misericordia. Por me fortalecer em todos os

momentos e mostrar que nunca estive sozinha. E tudo Dele, para Ele e por Ele.

Ao meu pai Antdnio por acreditar em mim e demonstrar por meio de seu olhar e
palavras o orgulho em ver um de seus filhos formados, isso faz tudo valer a pena. Em
especial a minha mée Raimunda, sempre companheira e amiga, meu coracao fora do
peito, meu colo e refugio quando a saudade aperta. Sou grata por seu apoio, oracdes
e principalmente por sempre ter uma palavra de consolo e incentivo para eu ndo

desistir. A eles todo meu amor e gratidao.

Aos meus irmdos Anderson e Tatiana, pela parceria e amizade de sempre. Meu
coracdo transborda de alegria em ver que estamos alcangcando o que sempre
sonhamos. O apoio de vocés foi muito importante nessa caminhada. Aos meus
sobrinhos Naylla, Eduardo e Ana, por trazerem alegria e luz para a minha vida. Titia

ama vocés minhas estrelinhas.

Ao meu esposo Ernesto Sampaio, por trazer calmaria e serenidade nos dias de
cansaco e duvidas de que iria conseguir terminar o curso e a pesquisa. Por seu apoio
e paciéncia em ajudar com meus trabalhos, ouvindo minhas explicacbes ou nas
madrugadas de estudos preparando o café. Suas palavras de incentivo foram
importantes nessa caminhada. Obrigada por ndo soltar a minha méao e acreditar em

mim. Grata por compartilharmos a vida e sonhos.

A minha orientadora prof.2 Dr2. Marilene Oliveira, ndo apenas pela oportunidade
para que eu pudesse conhecer e entrar no mundo da pesquisa cientifica, mas por seu
apoio e orientacdes na realizacdo da pesquisa. Das poucas vezes em que me senti
acolhida dentro da universidade, foi através dela, com o seu jeito maezona de ser, que

acaricia, repreende e acolhe ao mesmo tempo. A ela todo meu respeito e gratidao.

Aos professores Dr. Sebastido Cruz, Dr2 Simone Simote, Dr. Ulisses Brigatto,
Dr2 Edith Cibelle Moreira e Dr. Darlisson de Alexandria, pelas contribuices e

orientacdes para a realizagéo dos experimentos e tratamento de dados.

Aos queridos Anderson Rodrigues e Paulo Diniz, meus parceiros de projeto.
Tivemos um casamento cientifico muito bom, do qual surgiu amizade e afeto. Sou
grata pela paciéncia, apoio, companheirismo e alegria em todos os momentos dentro

e fora da pesquisa. Amo Vocés.



Aos amigos que a Quimica me deu Wendel e Fernanda pelo companheirismo e
parceria no decorrer dos quase cinco anos de curso, criamos uma relacédo de amizade
que foi apoio e incentivo para ndo desistirmos e que amenizou dias dificeis e

conturbados. Vocés estdao em meu coragéo. Obrigada amigos por tudo.

Aos meus colegas de turma Maria Vitéria, Rafael, Bruna e Elivelton pela parceria,
ajuda e risos durante o curso. Vocés fizeram os dias de cansaco e de Onibus
lotadissimos se tornarem suportaveis. Acredito nos lacos de amizade que foram

criados e que serdo para a vida. Grata a vocés queridos.

Ao prof. Dr. Sebastido Cruz por sua humanidade em ouvir nossos anseios e
perspectivas, por sua disponibilidade em explicar e ajudar com nossos trabalhos,
quantas vezes fossem necessarias. Espero, que ao assumir sala de aula, consiga ser

exemplo e incentivo como foi pra todos da turma. Obrigada professor.

Aos professores regentes de estagio pela atencdo, compreensao e dicas sobre
estudos e praticas em sala de aula. Aos professores da Faculdade de Quimica, os
quais tive contado e que realmente fizeram a diferenca, obrigada pelos ensinamentos
e troca que tivemos. Por fim, a todos que ajudaram durante a graduacao e pesquisa,

compartilhando conhecimentos, experiéncias e materiais.



RESUMO

Baseado no potencial para novas descobertas a partir da exploracdo do
metabolismo secundario de fungos endofiticos e dos escassos estudos da microbiota
de Attalea speciosa (babacu), o presente trabalho teve como objetivo prospectar
fungos endofiticos da referida espécie, bem como avaliar o potencial biotecnolégico
dos isolados fungicos por meio de testes de antagonismo. As amostras de babacu,
fruto em diferentes estagios de maturacao e folha, foram coletados no Campus Il da
Unifesspa, submetidos a um processo de esterilizagdo e inoculados em meio de
cultura batata dextrose agar (BDA) para a prospeccdo e isolamento das coldnias
fungicas. Para identificacdo dos endofiticos procedeu-se a extracao de DNA utilizando
0 protocolo de extragdo cloroférmio:alcool isoamilico. O material génico dos isolados
foi amplificado, dos quais seis foram sequenciados. Para avaliagdo do potencial
antagbnico dos endofiticos, cada isolado foi confrontado com os fitopatégenos
Colletotrichum (C2) e Lasiodiplodia pontae (L18). A competicdo entre o0s
microrganismos foi avaliada com medi¢Bes diarias do crescimento dos fungos
pareados e a andlise dos dados foi realizada pelo programa Excel e Paleontological
Statistics (PAST). A partir dos procedimentos de prospeccéao foram isolados 12 fungos
endofiticos, dos quais seis foram identificados como Curvularia luneta (AMP), Daldinia
eschscholtzii (FB2M), Curvularia aérea (FB1V), Xilaria feejeensis (F1), Fusarium
solani (FB3V) e Hipoxylon anthochroum (CA1M). A partir da avaliagdo dos testes de
antagonismo foi possivel destacar uma atividade inibitéria promissora (65, 75% e
62,37%) associada ao endofitico D. eschscholtzii (FB2M) frente a ambos os
fitopatégenos, L. pontae (L18) e Colletotricum sp (C2), nesta ordem. Estudos do perfil
metabalico a partir de extratos obtidos das culturas pareadas levaram a hipéteses de
gue a inibicdo observada é devida a uma barreira fisica ou associada ao metabolismo
primario do endofitico. Apesar de preliminares, os resultados obtidos sdo promissores
e motivam a continuidade da pesquisa, uma vez gue este é o primeiro registro do perfil
de fungos endofiticos associados ao babacu, bem como nocdes preliminares do

potencial biotecnoldgico desses isolados.

Palavras-chave: Babagu. Fungos endofiticos. Controle bioldgico.



ABSTRACT

Based on the potential for new discoveries from the exploration of secondary
metabolism of endophytic fungi and the scarce studies of the microbiota of Attalea
speciosa (babassu), the present work aimed to prospect endophytic fungi of this
species, as well as to evaluate the biotechnological potential of fungal isolates through
antagonism tests. The babassu samples, fruit in different stages of maturation and leaf,
were collected at Campus Il of Unifesspa, submitted to a sterilization process and
inoculated in batata dextrose agar (BDA) culture medium for the prospection and
isolation of fungal colonies. DNA extraction using the chloroform:isoamyl alcohol
extraction protocol was performed to identify the endophytes. The gene material of the
isolates was amplified, from which six were sequenced. To evaluate the antagonistic
potential of the endophytes, each isolate was confronted with the phytopathogens
Colletotrichum (C2) and Lasiodiplodia pontae (L18). Competition between the
microorganisms was evaluated with daily measurements of the growth of the paired
fungi and data analysis was performed by Excel and Paleontological Statistics (PAST)
program. From the prospecting procedures 12 endophytic fungi were isolated, of which
six were identified as Curvularia luneta (AMP), Daldinia eschscholtzii (FB2M),
Curvularia aerialis (FB1V), Xilaria feejeensis (F1), Fusarium solani (FB3V) and
Hipoxylon anthochroum (CA1M). From the evaluation of antagonism tests it was
possible to highlight a promising inhibitory activity (65, 75% and 62.37%) associated
with the endophytic D. eschscholtzii (FB2M) against both phytopathogens, L. pontae
(L18) and Colletotricum sp (C2), in this order. Metabolic profiling studies from extracts
obtained from the paired cultures led to hypotheses that the observed inhibition is due
to a physical barrier or associated with the primary metabolism of the endophyte.
Although preliminary, the results obtained are promising and motivate the continuity of
the research, since this is the first record of the profile of endophytic fungi associated
with babassu, as well as preliminary notions of the biotechnological potential of these

isolates.

Keywords: Babassu. Endophytic fungi. Biological control.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é rico em sua biodiversidade, destacando-se entre paises do mundo
inteiro (PIRES et al., 2017). Desta forma n&o se pode abdicar da vocacéo de explorar
esse recurso natural buscando cada vez mais identificar fontes com potencial para
aplicacbes biotecnologicas diversas. Das aproximadamente 300 mil espécies de
plantas existentes, cada uma € hospedeira de pelo menos um microrganismo
endofitico e, poucas foram as espécies vegetais estudadas em relacéo a sua biologia
endofitica, 0 que representa uma grande oportunidade de novas descobertas
(SANTOS, et al., 2013).

Os fungos fazem parte de um enorme grupo de microrganismos e dentre as
mais diversas espécies fungicas, destaca-se os fungos endofiticos que vivem no
interior de tecidos vegetais sem causar-lhes, por um certo periodo de suas vidas,
danos aparentes (PETRINI, 1991; PEREIRA 2006; AMORIM, et al., 2019). Ocorrem
em todo o planeta, em comunidades naturais ou criadas/modificadas pela acao
humana, colonizando plantas em regides frias como o Artico e Antéartica, nos desertos,
em regifes oceanicas, em areas florestais e de mangues (JALGAONWALA, et al.,
2011). Diferentes e diversos enddfitos podem ser isolados de uma s6 planta (TAN e
Z0OU, 2001; PAMPHILE et al., 2014; BEZERRA, 2020).

Os fungos endofiticos representam uma fonte pouco explorada de novos
produtos bioativos, com mais de 10000 substancias descritas, sendo que, destas, 51%
apresentam estruturas inéditas e 80% atividade bioldgica (STROBEL e DAISY, 2003).
Nas ultimas décadas, os fungos endofiticos tém sido estudados e considerados como
uma fonte importantissima para a obtencdo de metabdlitos secundarios (compostos
bioativos), com vasta possibilidade de utilizacdo, desde a industria farmacéutica até o
setor agricola (NEWMAN, 2000; RIBEIRO et al., 2018). Muitos metabdlitos produzidos
por microrganismos endofiticos podem atuar como poderosas drogas contra
patdgenos humanos e de plantas. Nesse contexto, e motivados pela escassez de
dados referentes a microbiota de Attalea speciosa Mart ex Spreng, popularmente
conhecida como babacu, o presente trabalho se dedicou a busca e investigacédo do
potencial biotecnologico de endofiticos associados a esta espécie. O babacu tem
reconhecido valor social e econémico (PAIXAO et al., 2019) e o conhecimento a
respeito de sua microbiota ird contribuir ainda mais para agregar valor a espécie, bem

Como para sua preservacgao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial biotecnolégico de
fungos endofiticos associados ao babacu (A. speciosa) visando o controle biolégico

de fitopatdgenos.

2.2 Objetivos Especificos

a) Realizacao da coleta do material botéanico;
b) Isolamento de fungos endofiticos;
c) Identificacao dos isolados fungicos;

d) Realizacdo de testes de antagonismo, visando, o controle biolégico dos

fitopatdgenos Colletotrichum sp. (C2) e Lasiodiplodia pontae (L18).



19

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Babacgu (Attalea speciosa)

O Babacu (Attalea speciosa) é o nome popular de uma palmeira oleaginosa
pertencente a familia Arecaceae. Tal palmeira se faz presente em paises da América
Latina, no Brasil cobrem cerca de 196 mil kmz territorial, distribuida em varios biomas,
com concentracdo na regido correspondente a Mata dos Cocais (transicdo entre
Caatinga, Cerrado e Amaz6nia), abrangendo varios estados brasileiros (Figura 1)
(CARRAZZA, et al. 2012; ARAUJO et al., 2016; PORRO, 2021).

Figura 1- Areas de ocorréncia do babagu
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Fonte: NASCIMENTO, 2004.

A palmeira do babacu cresce até 20 m de altura, frutificando a partir do oitavo
ano, alcancando grande producédo apos 15 anos (CARRAZZA, et al. 2012). O periodo
de frutificacéo do babacu ocorre durante todo o ano, com destaque para 0s meses de
agosto a janeiro, o periodo em que a producao € maior. O fruto do babacu cresce em
cachos de 300 a 500 cocos, quatro vezes por ano, com massa de 90-280 g cada,
podendo ter entre duas a seis améndoas em cada coco (DESER, 2007). De maneira
estrutural, o fruto do babagu é composto de 11% de epicarpo (camada externa e
fibrosa), 23% de mesocarpo (rico em amido), 59% de endocarpo (camada de maior
resisténcia) e 7% de améndoa (Figura 2) p.20 (ARARUNA et al., 2020).
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Figura 2 — Composicéo estrutural do fruto
do babacgu:(A) epicarpo, (B) mesocarpo,

(C), endocarpo e (D) améndoa.

Fonte: FERREIRA, 2005

A A. speciosa é muito conhecida e utilizada pelas populagdes tradicionais
brasileiras. Sua cadeia produtiva possui grande representatividade no extrativismo
vegetal do pais, em razdo de sua abrangéncia e por seu potencial nutricional,
econdmico, social e cultural (SARAIVA, 2018; PAIXAO et al., 2019).

A grande importancia do babacu se da pela variedade de produtos que podem
ser obtidos de partes da palmeira: frutos, folhas, raizes, caule e fruto, ou seja, a planta
é aproveitada em sua totalidade (CARVALHO, 2007; PIRES et al., 2017; SANTOS et
al., 2020)). A parte correspondente ao epicarpo € utilizado na fabricagéo de estofados
de bancos e adubo orgéanico; o mesocarpo tem aplicacdes na alimentacdo animal e
humana, sendo também utilizado como farinha na preparacdo de bolos e mingaus
(PORRO, 2021); o endocarpo € utilizado na agricultura e diversos setores industriais
(alimenticia, veterinaria, farmacéutica, quimica, etc.), artesanatos diversos e na como
carvao (CARRAZZA, et al. 2012).

Estudos atuais indicam um crescimento expressivo na utilizacdo do carvao
proveniente do endocarpo da A. speciosa, o qual contribui com 45% da renda de
familias e no cozimento de alimentos (PORRO, 2021), em razdo de sua pureza e
auséncia de substancias que prejudicam o meio ambiente (ZYLBERSZTAJN, 2000),
ganhando assim, valor de mercado. Em relacdo as folhas e talos, sdo empregados
como matéria-prima na confeccdo de artesanatos e na construgcdo de casas,
principalmente de comunidades tradicionais que moram nas chamadas areas de
babacuais e sobrevivem das atividades de subsisténcia e exploracdo da palmeira
(PORRO, 2021). Até mesmo o tronco da arvore do babacu em estado de

decomposicéo € utilizado na adubacé&o de plantacoes.



21

Outro produto obtido do babacu, de grande destaque séo os frutos, sendo a
améndoa do babacu composta por mais de 60% de 6leo rico em acido laurico, utilizado
na industria cosmética e produtos de limpeza (sabonetes, shampoos, sabdes etc.) e
em diferentes indlstrias. A améndoa € usada ainda na alimentacdo humana
principalmente na fabricacdo do azeite e do leite (STAUFENBERG,; GRAUPNER,;
MUSSIG, 2015).

Do ponto de vista farmacologico, a A. speciosa, se destaca por suas
propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes, sendo bastante utilizado no
tratamento de dores abdominais, leucemia, reumatismo, inflamac¢des no Utero e
ovarios e, artrite. O mesocarpo por exemplo, € empregado no tratamento de feridas e
gueimaduras, Ulceras e tumores (BARROQUEIRO et al., 2011). Ja o 6leo extraido da
améndoa é uma o6tima fonte de proteinas (SOUZA, et al.,, 2011). Assim, estudos
ressaltam a utilizacéo de todas as partes do babacu para fins medicinais.

Diante do exposto, é perceptivel e de grande relevancia, conhecer e
compreender todo o contexto envolvendo o babacueiro, sua importancia em termos
econdmicos no fortalecimento de comeércio e renda, desempenhando importante papel
socioambiental e cultural, em especial para as populagdes extrativistas (CARRAZZA,
et al. 2012; PORRO 2021). Assim, o conhecimento de sua microbiota endofitica
contribuird ainda mais para agregar valor ao babacu, uma palmeira nativa da regiao

amazonica.

3.2 Fungos Endofiticos

Os fungos sdo eucaridticos, heterotroficos, encontrados nos mais diversos
ambientes do planeta (BONONI et al.,, 1999 apud MORAIS et al.,, 2014). Tais
organismos participam ativamente do equilibrio ambiental, realizam a decomposicao
de matéria organica, transportam nutrientes, auxiliam no desenvolvimento e
protecdo de vegetais (ABREU et al., 2015). Os microrganismos possuem altissimo
potencial biotecnolégico e desempenham importantes fun¢cdes nos mais variados
segmentos e meios, controlam e combatem pragas, sado fontes promissoras na
producdo de produtos economicamente viaveis e benéficos ao homem (MUELLER et
al., 2004 apud MORAIS et al., 2014).
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Nas Uultimas décadas, principalmente em razdo da busca por fontes
alternativas de producéo de principios ativos, os fungos endofiticos vem ganhando
notoriedade. Tais microrganismos colonizam o interior de plantas, sem lhes causar
danos aparentes (PETRINI 1991; 1997; GUNATILAKA, 2006; AZEVEDO, 2014). A
porta de entrada dos endofiticos em vegetais ocorre nas folhas, raizes, folhas,
sementes por meio das chamadas aberturas naturais e também por meio de feridas
ocasionadas por fatores externos como a acao de predadores ou praticas agricolas
(AZEVEDO, 1998).

A biodiversidade do Brasil é extensa, estimando-se a provavel existéncia de
endofiticos ainda ndo conhecidos e estudados em alguma espécie vegetal, com
grande potencial e propriedades de interesse ao ambiente como um todo (NETO et
al. 2002).

Os fungos endofiticos utilizam diferentes substancias do seu hospedeiro,
adaptando-se a diversas regides e climas, podendo colonizar o vegetal durante toda
a sua vida ou por um periodo determinado (CHAPLA, 2003). A relacdo de endofiticos
com seus hospedeiros varia de um hospedeiro para outro, sendo as interacdes entre
eles pouco compreendidas (PAMPHILE et al., 2018).

As interacBes entre endofitico e planta vem despertando o interesse
biotecnoldgico para o enorme potencial dos microrganismos endofiticos como
controle bioldgico, pois auxiliam no processo de adaptacdo das plantas as mais
variadas condicbes ambientais (CHAPLA et al.,, 2013; FARHAT et al.,, 2019),
aumentando a capacidade de resisténcia do vegetal a ataque de insetos, a acéo de
fitopatdogenos e tolerancia do vegetal a substancias nocivas provenientes do solo
(TAN; ZOU, 2001; ZHANG et al., 2006; MAIA et al., 2020). A relacédo simbiotica entre
fungo e planta beneficia o endofitico, o qual atua como biossintetizador de metabdlitos
antes produzidos exclusivamente pela planta (SOBREIRA et al., 2018), assim, nessa
relacdo entre planta-endofitico onde ocorre a producédo de compostos quimicos, o

fungo ao proteger a planta, protege a si mesmo (SILVA, 2017).

Na relac&o do endofitico com a planta, tais microrganismos atuam atraves da
producdo de substancias que irdo combater as ac¢des nocivas principalmente de

fitopatdgenos, assim, o endofitico, exerce papel importantissimo na producdo de
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compostos bioativos que podem alterar de maneira morfoldgica e bioquimica a planta,

proporcionando resisténcia a diversos estresses do meio (JOHNSON et al., 2014).

Os compostos bioativos produzidos por fungos endofiticos possuem ampla
acado bioldgica, contribuem na biossintese de substancias com acgéo terapéutica tais
como  antimicrobiana, antiparasitaria, antioxidante, antiviral, citotoxica,
imunossupressora, entre outras, encontrando, portanto, aplicacdo nos diversos
setores da industria (SILVA, 2010; CHAPLA et al., 2013). Diversos farmacos de
frequente uso sdo de origem microbiana e uma variedade estdo sendo desenvolvidos
(PAMPHILE et al., 2014). Alguns principios ativos isolados de fungos endofiticos, com

suas respectivas atividades biolégicas podem ser observados na figura 3.

Figura 3 - Bioativos isolados de microrganismos endofiticos e seus respectivos hospedeiros.

Endofitico: Penicillium

Bioproduto: Penicilina

Hospedeiro: Alternanthera brasiliana
(L.) Kuntze

Propriedades: Antibidtico

Endofitico: Taxomyces andreanae
Bioproduto: Taxol

Hospedeiro: Taxus Brevifolia
Propriedades: Antitumoral

Fonte: Morais, Yoshimoto et al., -
2014 Fonte: Quim. Nova, 2008.
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Com o aumento do numero de casos de resisténcia microbiana aos agentes
de controle, bem como, o surgimento de novas doencas e a retirada de produtos
agricolas sintéticos do mercado, cria-se cada vez mais a necessidade pela procura de

métodos alternativos no controle de pragas e doencas (NEWMAN, 2000; TALAAT,
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2019), que ndo sejam poluentes, ndo causem desequilibrios aos ecossistemas e que
tenha baixa toxidade para o meio ambiente (ALVES; ALMEIDA, 1997; TALAAT, 2019).

3.3 Os Impactos Causados por Fungos Fitopatogénicos

Fungos fitopatogénicos sdo microrganismos que colonizam os tecidos das
plantas de modo sintomatico, causando doencgas nos vegetais (BOMFIM etal., 2013).

A acdo dos fitopatdbgenos ocorre em razdo do estado das plantas em termos
fisiol6gicos e como, 0 mesmo, interage com o seu hospedeiro. (CASELA; FERREIRA,
1998; STROBEL et al., 2004). Estes fungos, prejudicam o metabolismo celular dos
vegetais, secretam além de enzimas, toxinas que retiram os nutrientes necessarios
para o desenvolvimento da planta, causando o seu enfraquecimento e/ou até a morte
(CALIGIORNE et al., 2010).

A atividade dos fungos fitopatogénicos esta ligada as condicdes bidticas e
abioticas do ambiente em que vive, como temperatura e umidade por exemplo. Tais
condicdes, propiciam a multiplicacdo e sobrevivéncia de patdgenos que contribuem
para o surgimento de inumeras doencas (MICHEREFF, 2001; BOMFIM et al., 2013).

Os danos provocados pelos patégenos as plantas geram inameros e
significativos impactos econémicos. Acarreta danos na area agricola, prejudicando o
crescimento e desenvolvimento de plantas, reduzindo a produgéo e qualidade de
sementes e graos, dizimando as chamadas culturas tradicionais, sendo considerados
um dos principais problemas para culturas agricolas no mundo e responsaveis por
cerca de 10% de perda na producédo alimenticia do planeta (MICHEREFF et al., 2005,
CORREIA; MICHEREFF, 2018; AGAPTO et al., 2021). No Brasil, a agéo de patdgenos
se faz presente em importantes culturas do pais, como do tomate (Lycopersicon
esculentum) acometido por Pythium ssp (TOMAZONI et al., 2013), da mandioca
(Manihot spp.) muitas vezes atacada por Colletrotrichum gloeosporioides (WONG et
al., 2011) e da uva (Vitis spp.) que quando acometida por Lasiodiplodia theobromae,
este provoca a murcha e seca de brotos e folhas, e a consequente morte da planta
(CAMARGO et al., 2011).

Entre os fitopatdgenos citados, Colletotrichum spp. é reconhecido como o
oitavo mais importante género fangico patogénico no mundo, devido a grande

variedade de espécies vegetais que acomete e portanto, as perdas econémicas que
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causa. Espécies deste género podem causar doengas nos estagios pré e poés-colheita
(WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012).

No Brasil, o género Lasiodiplodia merece destaque, ndo somente pela
complexidade que tem apresentado na identificacdo de suas espécies, mas também
em funcdo do grande numero de associacbes a Varias espécies de plantas de
importancia econbmica, principalmente nos estados do nordeste brasileiro
acometendo uma variedade de frutiferas (COUTINHO et al., 2017).

Uma preocupacdo crescente que surge nesse cendrio estd associada a
demanda na producao agricola, que gera aumento no uso de agrotéxicos para conter
o avanco das doencas nas plantacdes (YING, 2018). Para o controle de doencas
fungicas os principais ingredientes ativos utilizados sdo o oxicloreto de cobre,
tiofanato-metilico, mancozebe, carbedazin e tebuconazol. O uso indiscriminado
desses fungicidas pode acarretar problemas ecolégicos graves, principalmente para
a micro, meso e macrofauna (MEDRADO, 2019). Dados do IBAMA (2016) apontam
gue em 2014 mais de 27 mil toneladas de fungicidas foram utilizados, um aumento de
mais de 4 mil toneladas, comparado ao ano de 2013. Atualmente esse valor pode ser
muito maior tendo em vista que anualmente a producao agricola apresenta expansao

das areas de plantio.

Uma das culturas que mais afeta o ambiente pela aplicacdo em larga escala
de agrotoxicos é a soja (MENDONCA, 2006; BELO et al., 2012). Ela esta sujeita a
uma das doencas mais severas causadas por fungos, o mofo branco-da-soja, que tem
como agente etiolégico Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary. Essa patologia se
caracteriza pela necrose e tombamento da planta, uma vez que o microrganismo
coloniza a haste da espécie vegetal, além de sobreviver no solo através da producéo
de estruturas de resisténcia (esclerddios), caracterizando-a como uma doenca de

dificil controle através de métodos quimicos (GORGEN et al., 2009).

Nesse cenario estudos de controle biologico através de antagonistas naturais
ganham destaque representando uma possibilidade de reducdo dos prejuizos
ambientais e econdmicos causados pelos fungos fitopatogénicos, um dos objetivos do

presente trabalho.
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4 METODOLOGIA

4.1. Coleta do material botanico

Para o isolamento dos fungos endofiticos, foram realizadas coletas do coco
babacu em diferentes estagios de desenvolvimento, além das folhas (Figura 4). A
coleta foi realizada no Campus Il da Universidade Federal do Sul e Sudeste do Para-
UNIFESSPA, localizada na folha 17, Quadra 04, Lote especial, Nova Marab4, Para.

Figura 4 - Amostras do coco babagu utlizadas no
processo de prospecc¢édo dos fungos endofiticos: (a) coco
verde, (b) coco maduro, (c) coco pas colheita e (d) folhas.

Fonte: A autora

4.2 Prospeccao dos fungos endofiticos

De cada fase de desenvolvimento do babacu, foram utilizados fragmentos da
fibra, da casca, do fruto e pedacos da folha. De inicio, para eliminar possiveis
contaminantes, o material botanico foi submetido ao seguinte processo de assepsia:
lavagem com agua e sabao, seguida de imersdes em alcool 70% (1 min), em solucao
de hipoclorito de sodio 3% (4 min) e agua estéril (20 s). Apdés o procedimento de
esterilizacéo, os fragmentos foram dispostos em placas de Petri (03 fragmentos) em
meio BDA (batata, dextrose e agar) e antibiético tetraciclina (500 mg L). Todo
procedimento mencionado anteriormente, foi realizado em capela de fluxo laminar.
Apos o indculo, as placas foram armazenadas em incubadora do tipo BOD a 25 °C. A
partir do surgimento das coldnias fungicas, repiques sucessivos foram feitos para a
obtencdo de culturas puras, seguida da preservacao dos isolados conforme

metodologia descrita por Castellani (1939).
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4.3 Identificacéo dos isolados fungicos

4.3.1 Producao da Manta Micelial

Para a producdo das mantas miceliais, os isolados fangicos foram cultivados
em Erlenmeyer com meio liquido BD (batata-dextrose). O procedimento foi feito em
duplicata para cada fungo. Apos dez dias de cultivo, as mantas formadas foram
transferidas para placas de Petri estéreis e submetidas a secagem sob ventilacdo em
capela de fluxo laminar. As mantas secas foram armazenadas a -20 °C (Figura 5).

Figura 5 — a) Producdo das mantas miceliais, b) secagem das mantas e em c) as mantas secas.

Fonte: A autora.

4.3.2 Extracdo de DNA

Aproximadamente 75 mg da massa micelial seca foi submetida a maceracéo
em nitrogénio liquido com o auxilio de pistilo e almofariz de porcelana. O DNA
gendmico foi extraido conforme o protocolo cloroférmio: alcool isoamilico, que
consiste das seguintes etapas: apos maceracao do micélio em nitrogénio liquido, este
foi transferido para um tubo de Eppendorf (2,0mL), seguida da adicdo de 700uL de
solucéao tampéo de extracédo (NaCl 1,4 M, Tris-HCI 0,1 M, pH = 8,0, CTAB 2% + PVP
2%), a mistura foi entdo agitada com o auxilio de vortex. Apés o procedimento de
agitacao os tubos Eppendorf foram submetidos a aquecimento em banho maria a 65
°C por 5 minutos. Posteriormente, adicionou-se 700 pL de cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1), seguida das etapas de homogeneizacao e centrifugacdo a 13.000
rpm por 10 minutos. Apés a centrifugacdo o sobrenadante foi coletado e transferido
para um novo tubo de Eppendorf (1,5mL) e o volume da mistura foi completado com

isopropanol para 1,5mL; centrifugou-se novamente sob as mesmas condi¢des. Logo
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apos a centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e ao pellet formado adicionou-se
500uL de alcool etilico 70% para lavagem do mesmo, sendo a mistura centrifugada
por cinco minutos a 13.000 rpm; descartou-se o sobrenadante e uma segunda
lavagem foi realizada utilizando 500uL de alcool etilico 100%; centrifugou-se
novamente por cinco minutos a 13.000 rpm, descartou-se o sobrenadante e o pellet
foi submetido a secagem mantendo o tubo aberto em capela de fluxo a temperatura
ambiente ou a 60 °C em dessecador a vacuo. Ap0s o processo de secagem,
ressuspendeu-se o DNA em 50uL de TE (Tris-base 1 M, pH = 8,0, EDTA 0,5 M, pH =
8,0) + RNAse e em seguida o material gendmico foi aquecido a temperatura de 37 °C
por um periodo que variou de 15 a 20 minutos. O procedimento de extracao foi feito

em duplicata para cada amostra..

4.3.3 Amplificagdo e Sequenciamento

Apos a obtencdo do DNA gendmico, o mesmo foi usado em uma reacao de
PCR para amplificacéo da regido ITS1-5.8S-ITS4 do rDNA em volume total de 50 pL.
Para isso, utilizaram-se os iniciadores ITS1 (5TTC CGT AGG TGAACC TGC GG 3’)
e ITS4 (5 TCC TCC GCT TAT TGA TATGC 3’). A reacao continha 6,25 uL de DNA,
10 uL de Buffer, 19,25 uL de agua ultrapura, 1 yL de dNTP, 10mM, 3 uL de MgCI2, 25
MM, 5 uL de cada Primer, 10 uM, 0,5 uL de Taq Polimerase, 5 U/uL. As reagdes foram
realizadas em termociclador Amplitherm - TX96PLUS, sob as seguintes condi¢cbes
térmicas: 96 °C por 1 min, 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 58 °C por 1 min, 72 °C por 1
min e 30 s e 72 °C por 10min. Ao final, o produto foi mantido a -4 °C. As amostras
amplificadas foram separadas por eletroforese em gel de agarose 1%, em tampao
TBE 1X. As etapas de purificacédo e sequenciamento das amostras amplificadas foram

realizadas pela empresa ACTgene — Analises Moleculares.
4.3.4 Busca por homologia em Bancos de dados biolégicos
As sequéncias de cada primer ITS1 (foward) e ITS4 (reverso) foram editadas

e usadas para gerar uma regiao consenso utilizando-se o programa Bioedit (HALL,

1999). As sequéncias consenso geradas foram comparadas com as sequéncias
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depositadas no banco de dados NCBI (National Center for Biotechnology Information

website), utilizando o programa BLASTN.

4.4 Teste de antagonismo

Para avaliar o potencial fungicida dos endofiticos da A. speciosa, fez-se o
pareamento de culturas utilizando nove fungos endofiticos isolados frente a dois
fitopatdgenos, sendo um pertencente ao género Colletotrichum (C2) e o outro ao
Lasiodiplodia pontae (L18), cedidos pelo Instituto Federal do Para campus
Castanhal/PA e pela Embrapa Agroindustria Tropical- Fortaleza/CE, respectivamente.
Apds oito dias de crescimento dos endofitos e fitopatbgenos em placas
individualizadas, discos miceliais dos microrganismos foram colocados pareados em
placas de Petri em meio BDA (Figura 6). O controle foi baseado no desenvolvimento
de culturas individuais de cada microrganismo pareado. O experimento foi realizado
em triplicata e em capela de fluxo laminar. Apos o in6culo, os fungos pareados foram
armazenados em ambiente estéril a 25 °C. A competicdo entre os microrganismos foi
avaliada com medicdes diarias do crescimento dos fungos pareados durante quinze
dias com o auxilio de um paquimetro e a analise dos dados foi realizada no programa

Excel juntamente com o software Paleontological Statistics (PAST).

Figura 6 — a) Pareamento do endofitico FB1P (no lado esquerdo da placa) frente ao fitopatdgeno L.
pontae (L18) (no lado direito da placa) e b) encontro micelial entre fungos

L SRy

Fonte: A autora.

4.5 Estudo do perfil metabdélico dos microrganismos pareados
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A partir dos resultados promissores observados nos testes de pareamento,
visando o controle biolégico dos fitopatdgenos Colletotrichum e Lasiodiplodia, os
isolados, endofitico (FB2M) e fitopatégenos (C2 e L18), foram cultivados em placas
de Petri bipartidas para verificar se a inibicdo observada era devida a componentes
volateis ou fixos. Em seguida, fungo endofitico e fitopatdgenos (FB2M e C2; FB2M e
L18) foram submetidos a técnica de co-cultivo em Erlenmeyers de 500mL contendo
100 g de arroz cada e 30mL de agua para fins de producéo de extratos microbianos.
Os co-cultivos foram desenvolvidos em um periodo de 30 dias e em triplicata.
Paralelamente ao co-cultivo foram desenvolvidos cultivos individualizados de cada

isolado microbiano, nas mesmas condi¢cdes do co-cultivo, utilizados como controles.

Apos os 30 dias de cultivo, cada sistema foi submetido a extracdo usando
hexano e metanol, nesta ordem. As extragOes foram realizadas utilizando 300 mL de
cada solvente extrator divididos em trés repeticbes, por 2 horas cada. Apés
concentracdo em evaporador rotativo a vacuo, 15 mg de cada extrato foi analisado
por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, na perspectiva de caracterizar

possiveis alteracdes metabdlicas a partir da interacdo dos microrganismos pareados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Fungos Endofiticos do Babagu

A partir das amostras de babacu foram obtidos 12 isolados fungicos
endofiticos (Figura 7), sendo dois deles provenientes da casca do coco na fase inicial
de crescimento (CA1V e CA3V), um da casca na fase média de maturagédo (CA1M),
um da casca na fase pos-colheita (CA2P), trés da parte da fibra na fase inicial de
crescimento (FB1V, FB3V e FB2V), um da fibra na fase média de crescimento (FB2M),
um da fibra na fase pés-colheita (FB1P), um da améndoa do coco pds-colheita (AMP),
e dois fungos distintos das folhas do babacueiro (F1 e F2). Para selecao dos isolados
tomou-se como base a repeticdo dos isolados nas diferentes matrizes. Atualmente, os
isolados estdo em fase de identificacdo molecular e preservados no Laboratério de
Biologia multidisciplinar da Faculdade de Quimica/Unifesspa. A Tabela 1 (p.32)

presume os dados descritos anteriormente.

Figura 7 - Fungos isolados do babacu

CA1V CATM
FBIV FB2M

FB1P AMP F2 F1

Fonte: A autora



Tabela 1 - Fungos isolados do babacu e as partes da espécie vegetal em que foram encontrados.

Epicarpo Endocarpo Améndoa Folhas

Coco CAlvV
Verde CA3V
Coco com
maturagao CA1IM
Média
Coco pos
colheita CA2P
Folhas

FB1V
FB3V
FB2V

FB2M

FB1P

AMP

F1
F2
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CAl, CA2 e CA3 = isolados da casca do coco; V, M e P = fases de maturagédo do coco; FB1, FB2 e
FB3 = isolados da fibra do coco; AM= isolado da améndoa; F1 e F2 = isolados das folhas.

5.2 Identificacdo Molecular

Foram extraidos o DNA dos 12 isolados fungicos do babacu (Figura 8)

revelando no cromatograma bandas de forte intensidade o que caracteriza uma boa

extracdo (Figura 9). Com o DNA extraido foi realizada a etapa de amplificacao de 10

amostras, obtendo bandas Unicas e de boa intensidade o que denota sucesso nesta

etapa de identificagdo molecular (Figura 10) p.33.

Fonte: A autora

Figura 8 - DNA extraido

|

Figura 9 - Gel de agarose (1%) mostrando as 12 amostras de DNA extraidas
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Fonte: A autora

Figura 10 - Cromatograma das 11 amostras de fungos amplificadas.
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Fonte: A autora

Das onze amostras de DNA amplificadas, seis foram enviadas para
purificacdo e sequenciamento realizados pela empresa ACTgene. As amostras
enviadas foram extraidas dos isolados F1, FB3V, FB2M, CA1M, AMP e FB1V.

A partir das sequéncias obtidas com numero de nucleotideos que variou entre
965 a 536, a identificacdo dos isolados se deu por meio de consultas comparativas
com outras sequéncias depositadas no NCBI por meio do programa BLASTn. A

identificacéo foi baseada em percentual de similaridade.

Os marcadores ITS1 e ITS4 foram utilizados nas etapas de PCR e
sequenciamento, em que sua escolha se deu por serem regibes génicas de
organismos eucariontes que permanecem por um longo periodo sem sofrerem
alteracbes, o0 que leva a uma maior exatiddo na identificacdo molecular
(KORABECNA, 2007).

5.2.1 Busca por homologia em Bancos de dados biolégicos

As sequencias obtidas no sequenciamento foram editadas e usadas para
obtencdo de uma regido consenso. O comprimento em pares de bases, obtido apos
a edicdo e tratamento das sequencias com o0 programa bioedit sdo sumarizados
abaixo (Tabela 2) p.35.
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Tabela 2 - Comprimento das sequencias geradas no sequenciamento em pares de bases (pb)com
0s primers ITS1, ITS4 e da regido consenso obtida usando o programa Bioedit.

Isolado ITS1 ITS4 Consenso
F1 479 533 582
FB3V 520 526 571
FB2M 522 530 573
CA1IM 498 499 537
AMP 523 530 566
FB1V 512 530 561

A identificac@o das espécies foi determinada baseada nos melhores valores
obtido quanto a similaridade, cobertura e evalue segundo o resultado do Blastn.
Os resultados obtidos para identificacdo por homologia usando a regido consenso

para comparacdo com programa Blastn estdo sumarizados na tabela 3.

Tabela 3 - Homologia dos fungos isolados com os parametrosconsiderados para identificagéo
usando Blastn.

Isolado Identificacéo % % N° Acesso
Blastn Cobertura Identidade

F1 Xylaria feejeensis 99% 99,83% GU322452.1
FB3V Fusarium solani 99% 100% KT184398.1
FB2M Daldinia eschscholtzii 100% 99,13% MH779468.1
CA1M Hypoxylon anthochroum 99% 99,63% MF663790.1
AMP Curvularia lunata 100% 99,64% (GQ169765.1
FB1V Curvularia aérea 100% 99,64% MH384819.1

De acordo com a analise dos parametros citados anteriormente o isolado F1

foi identificado como Xylaria feejeensis. O género Xylaria € pertencente a familia


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU322452.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7P84A0KZ01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT184398.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7P8E1PWX01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH779468.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=7P8KGV6U016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF663790.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7P8VX00U016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GQ169765.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=7P92VD1B016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH384819.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7P9DXKBK016
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Xylaracea da divisdo de fungos denominados de ascomicetos. As espécies
pertencentes a esse género tém como principal caracteristica morfolégica a producao
de estromas carbonaceos escuros, ascomata, ascos cilindricos com anel apical e
ascoésporos pigmentados com fenda germinativa (CRUZ et al., 2015). De acordo com
a literatura, a a espécie X. feejeensis destaca-se pela producéo de propriedades com
atividades bioldgicas do tipoinibitéria da osteoclastogénese (WANG et al., 2018),
antioxidante (REBBAPRAGADA et al., 2016), antipatogénica (BRAHMACHARI, 2019)
e fitotoxica (RUBALCAVA et al., 2017).

O isolado FB3V, foi identificado como o fungo Fusarium solani. Fusariumé um
género pertencente a classe Sordaromicetos que estd inserido no subfilo
Pezizomycotina (Ascomycota) sdo agrupados a espécies que se caracterizam por
serem filamentosos, reunindo um total de cerca de 200 a 300 espécies pertencentes
a complexos de 20 a 30 espécies (HOMA et al., 2018). E reportado na literatura que
F. solani possui uma vasta atividade biolégica, concentrada em atividade
antimicrobiana (TAYUNG et al.,, 2011), antibacteriana (KYEKYEKU et al., 2017),
antinematodal (FARHAT et al., 2019), biossorcdo de ions prata (EL SAYED, 2020)

entre outros.

O isolado FB2M foi identificado como sendo da espécie Daldinia eschscholtzii.
Daldinia € um género que pertence a divisdo dos ascomicetos caracterizados por
serem pirenomicetos que reunem mais de 40 espécies conhecidas até o momento
(LI et al.,2021a). Em termos morfoldgicos a espécie possui estromas placentiformes
com zonas internas conspicuas, sendo que aszonas mais claras sao até 2-3 vezes
mais largas que as mais escuras, peritéciostubulares dispostos em uma camada
densa, cujo os ostiolos estdo no mesmonivel (ou um pouco abaixo) da superficie
do estroma, e conidiéforos e conidioscujo tamanho e forma reais dificilmente podem
ser determinados (STADLER et al., 2014).

E mencionado que a espécie D. eschscholtzii é responséavel pela producio de
varias substancias que possuem atividade biolégica, alguns exemplos sé&o
ciclopentanonas com atividade anti-inflamatéria (ZHEN-ZHEN et al., 2019),
citocalasina com atividade antibacteriana (YANG et al., 2017), hibridobenzopirano-
naftaleno com atividade anti-acetilcolinesterase e 8- hidroxilhelicascolide A com
atividade antimicrobiana (WANG et al.,, 2019) e daldinol A com atividade

imunossupressora contra proliferacéo de linfocitos B e T (LIN et al., 2021b). Essa
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espécie apresenta também propriedades antifungicas (HONG-XIN et al., 2017),
corroborando com o observado em nosso estudo que mostram que este isolado

possui potencial para inibicdo de crescimento de fungo fitopatogénico.

O isolado CA1M foi identificada como sendo da espécie Hypoxylon
anthochroum. A familia Hypoxylaceae é compreendida em 360 espécies e 18
géneros sendo Hypoxylon um dos géneros pertencentes a essa familia que possui
caracteristicas semelhantes a seu anamorfo Nodulisporium (CEDENO-SANCHEZ
et al., 2020). A espécie H. anthochroum € encontrada principalmente em regides
tropicais, com aparéncia pulverulenta, a coloracdo da colbnia varia de dourada a
marrom-clara e produz numerosos conidios elipsoides a ovoides (MISHRA et al.,
2019). E responsavel pela producdo de compostos quimicos com bioatividade
revelada, entre eles destacam- se a hipoxivermelhotina A e C com atividades
citotoxica e antimicrobiana moderada (KUHNERT et al., 2014), mistura de COV’s
com atividade fitotoxica e antimicrobiana (ULLOA-BENITEZ et al., 2016) e
isobenzofuranonas com atividade antifingica e antiomicetona (SANCHEZ-
FERNANDEZ et al., 2020).

A amostra AMP foi identificada como sendo da espécie Curvularia lunata. O
género dessa espécie tem caracteristicas morfologicas de facil identificacdo que é
denotado pela presenca de conidiéforos eretos com coloracdo marrom, podendo ser
simples ou ramificados, em linha reta ou curva,apresentando conidios na parte apical
e lateral do conidioforo, 3 a 4 células comduas células centrais, coloracdo marrom,
curva maior nas penultimas células, e hilo presente na maioria das vezes (MOURAO
et al., 2017).

Além da morfologia dessa espécie a literatura reporta atividades biologicas de
metabdlitos secundarios produzidos por C. lunata, entre elas destacam-se,
curcubitacina-E-glicosideo com atividades anti-inflamatoria, antipirética e
citotoxidade moderada (ABDELKHALEK et al., 2017), radicinina, radicinol e 3-
epiradicino com atividade fitotoxica (SRIVASTAVA et al., 2020), policetideos-
peptideos com atividade antifungica e sinérgica (CRUZ, 2013) e lactamas
espirociclicos e derivados do acido curvulinico com atividades antibacteriana e
antifungicas (HILARIO et al., 2020).

O Isolado FBL1V foi identificada como sendo da espécie Curvularia aérea. A
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espécie C. aérea € considerada uma variedade da espécie C. lunata também isolada
no presente trabalho do fruto do babacueiro, porém em partes diferentes do fruto
(endocarpo e améndoa respectivamente), podendo até mesmo ser denominada

como Curvularia lunata var. aérea (HOCKING et al., 2009).

A semelhanca morfolégica das espécies € nitida, tanto que por muito tempo
eram consideradas uma espécie Unica, sendo que a descoberta da C. aérea so foi
possivel através de avaliacdo do padrdo genémico das espécies e observacao da
principal diferenca morfolégica das duas espécies que esta principalmente na forma
dos seus conidios. Em C. aérea eles se apresentam solitarios, 2(3)-septados,
raramente 4-septados, um ou mais septos por vezes mais espesso e escuro que 0s

demais, retos ou curvos, elipsoidais, ovoides ou clavados (LIMA et al., 2007).

Ha poucos relatos na literatura em relacdo a compostos com bioatividade
produzidos por C. aérea, entre os relatos destacam-se, atividade antifungica por
extratos de micélios de C.aérea (SAHANI et al., 2019) e a avaliacdo de metabdlitos
secundarios isolados via CGMS, sendo um deles com potencial atividade
anticancerigena (SAHANI et al., 2019).

Esse é o primeiro registro de fungos endofiticos associados ao babacu o que

destaca a relevancia deste trabalho.

5.3 Potencial Antagbnico Frente a Fitopatégenos

No teste de cultura pareada foi possivel observar interacdes entre alguns dos
endofiticos isolados do babacu e os fitopatdbgenos Colletotrichum (C2) e L. pontae
(L18), sendo que dentre essas interacdes notou-se através de andlises graficas e de
variancia que alguns endofiticos inibiram o crescimento dos fitopatégenos analisados
em alguns dias de crescimento. Os dados de crescimento médio das cepas no
confronto e de seus controles, bem como os percentuais descritos a seguir podem ser

observados na tabela 4 e 5.

5.3.1 Confronto F. solani x Fitopatégenos

Na andlise gréfica do confronto da cepa endofitica F. solani frente ao fungo L.
pontae (L18) foi observada uma inibicdo mutua, predominando a inibigdo do endofitico

em relacao ao fitopatdbgeno tomando como base a média do crescimento dos fungos
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nas trés placas. Ao sétimo dia o controle do endofitico teve um crescimento de 90,00
mm, enquanto no confronto o fungo F. solani apresentou média de crescimento nas
triplicatas de 51,92 mm o que representa uma inibicdo de 42,3%, considerada
significativa de acordo com a analise de variancia. De inicio o endofitico seguem
crescendo mais rapido até o terceiro dia (Figura 11); as barras de erro padrao mostram
uma vantagem real no segundo dia. Os diametros de coldnias se equiparam no quarto
dia e entdo o L18 passa a crescer mais rapidamente até o sétimo dia quando se
encontram. Houve o encontro dos micélios dos dois fungos (Figura 12). A analise de
variancia ndo mostrou diferenca significativa entre as médias dos diametros das

colénias ao sétimo dia (p= 0,2745) (Figura 11) p.39.

Figura 11 - Desenvolvimento do fungo F. solani frente ao fitopatégeno L. pontae (L18) ao longo dos
dias de crescimento.
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Figura 12 - Encontro dos micélios no pareamento do F. solani x L18.
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Fonte: A autora

Na cultura pareada do F. solani frente ao fungo Colletotrichum (C2), foi
observada a inibicdo do crescimento do endofitico em 25,23%, com um claro
crescimento do endofitico a partir do quinto dia de cultura, sendo que ao término do

sétimo dia comprovou-se um crescimento mais elevado do endofitico frente ao C2.
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Apesar do endofitico ter o diametro de sua colénia maior que a do C2, o percentual
de inibicdo imprimida ao fitopatdgeno pelo endofitico fica comprometida, ja que a cepa
de Colletotrichum cresceu no confronto muito mais que quando cultivado sozinho
(controle), o que impossibilita a determinagédo de potencial de inibicdo de seu
crescimento. Essa andlise é notavel através das barras de erro desencontradas
apontando para uma diferenca significativa confirmada pela analise de variancia (p=
0,05843) (Figura 13). Devido ao encontro micelial das duas cepas ndo é possivel

inferir que a inibicao seja quimica (Figura 14).

Figura 13 - Desenvolvimento do fungo F. solani frente ao fitopatégeno Colletotrichum (C2) ao longo
dos dias de crescimento.

F. solani x C2 F. solani x C2

80 100
€ €
o 60 v 80
T 40 2 60
O <O
‘_9 . 20 § . 40
8@ € O g g 20
o Dia 1Dia 2Dia 3Dia 4Dia 5Dia 6Dia 7 o 0
< Linhagens fungicas ‘55 F.solani F.solani c2 c2
<§ E Controle Confronto Controle Confronto
a a

e . sOlaNi  —C2 Linhagens fungicas

Figura 14 - Encontro dos micélios no pareamento do F. solani x C2.
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Fonte: A autora

5.3.2 Confronto FB1P x Fitopatégenos

Na andlise grafica do confronto do isolado FB1P frente ao fungo L. pontae
(L18) foi observada a inibicdo do desenvolvimento do fitopatégeno causada pelo
endofitico no estudo da média do crescimento dos fungos. Ja nos primeiros dias é
possivel observar que o isolado FB1P tem um crescimento majoritario frente ao L18.

Durante todo o experimento o endofitico mantem seu desenvolvimento superior ao
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fitopatdgeno, o que pode ser comprovado através das barras de erro (Figura 15). Na
avaliacao do crescimento do FB1P no confronto e em relacdo ao seu controle se nota
um desenvolvimento superior de 1,25% no confronto que pode ser justificado pela
liberac@o de substancias conhecidas como promotoras de crescimento. Além disso,
também é verificado que o endofitico inibe o crescimento do fitopatbgeno em um
percentual de 59,83% o0 que denota uma repressao positiva do desenvolvimento do
fitopatdgeno, isso é comprovado pela analise de variancia que ndo mostrou diferenca
significativa entre as médias dos diametros das coldnias ao sétimo dia (p= 0,05621)
(Figura 15). O encontro dos micélios das cepas analisadas ndo nos permite afirmar

gue a inibicdo ocorre quimicamente (Figura 16).

Figura 15 - Desenvolvimento do fungo FB1P frente ao fitopatégeno L. pontae (L18) ao longo dos dias
de crescimento.
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Figura 16 - Encontro dos micélios no pareamento do FB1P x L18.
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Fonte: A autora

Na cultura pareada do FB1P frente ao fungo Colletotrichum (C2), foi
observada a inibicdo do crescimento do fitopatdgeno com um claro crescimento do

endofitico a partir do quinto dia de cultura, sendo que ao término do sétimo dia
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comprovou-se uma variancia altamente significativa do endofitico frente ao C2.
Quando se avalia o crescimento do FB1P em relacdo ao seu controle se nota um
desenvolvimento superior de 1,69% a mais que o seu controle, que pode ser
justificado pela liberacdo de substancias promotoras de crescimento. Além disso,
também foi verificado a inibicdo de 13,84% do crescimento do fitopatébgeno no
confronto com endofitico. Isso é notavel através das linhas do grafico desencontradas
apontando para uma alta diferenca de desenvolvimento confirmada pela analise de
variancia (p= 0,01997) (Figura 17). Como os micélios ndo se encontraram (Figura 18)
p.42, é provavel que esta inibicdo seja quimica e este seja um bom fungo para
prospeccao de compostos com potencial para o controle biolégico do fitopatégeno sob

investigacao.

Figura 17 - Desenvolvimento do fungo FB1P frente ao fitopatdgeno Colletotrichum (C2) ao longo dos
dias de crescimento.
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Figura 18 - Provavel inibigcdo quimica no pareamento do FB1P x C2.

Fonte: A autora

5.3.3 Confronto CA3V x Fitopatégenos



42

Na andlise grafica do confronto da cepa CA3V frente ao fungo L. pontae (L18)
foi observada a inibic&do do fitopatdgeno em relacao ao endofitico no estudo da média
do crescimento dos fungos. Nos primeiros dias € possivel observar que o CA3V e 0
L18 crescem quase que na mesma proporcao até o terceiro dia, entre o terceiro e o
quarto dia o L18 tem um leve crescimento maior que o endofitico, porém entre o quarto
e quinto dia esse crescimento é inibido pelo CA3V que cresce majoritariamente no
quinto dia. Na avaliacao do crescimento do L18 no confronto (61,54 mm) em relacéo
ao seu controle (84,10 mm), foi observado uma inibicdo de 26,88% do seu crescimento
causado pelo endofitico, como mostra o grafico em barras (Figura 19). A andlise de
variancia corrobora para a percepcao da baixa inibicdo do fitopatdgeno pelo endofitico
(p= 0,05746). O encontro micelial das cepas avaliadas proximo a metade da placa

(Figura 20), autentica a impossibilidade de inibi¢cao significativa.

Figura 19 - Desenvolvimento do fungo CA3V frente ao fitopatégeno L. pontae (L18) ao longo dos dias
de crescimento.
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Figura 20 - Encontro dos micélios no pareamento do CA3V x L18.

Fonte: A autora

No pareamento do CA3V frente ao fungo Colletotrichum (C2), foi observado
um crescimento diretamente proporcional para os dois fungos até o terceiro dia, sendo

gue o endofitico teve um leve crescimento maior que o fitopatégeno nesse dia. Nos
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dias seguintes se nota um crescimento muito maior do isolado fungico do babacueiro
em relacdo ao C2, constituindo, portanto, uma maior inibicdo do crescimento do
fitopatdgeno no quinto dia. Avaliando os dados, verifica-se que o crescimento do C2
no confronto (31,59 mm) em relagcdo ao seu crescimento no controle (37,1 mm),
representa uma inibicdo no desenvolvimento da col6nia do fitopatdgeno numa taxa de
15,01% causada pela cepa CA3V, considerada significativa de acordo com a analise
de variancia (p= 0,1685) (Figura 21). Como os micélios ndo se encontraram (Figura
22), € provavel que esta inibicdo seja quimica e este seja um bom fungo para
prospeccao de compostos com propriedades de controle bioldgico.

Figura 21 - Desenvolvimento do fungo CA3V frente ao fitopatdgeno Colletotrichum (C2) ao longo dos
dias de crescimento.
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Figura 22 - Provéavel inibigcdo quimica no pareamento do CA3V x C2.
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Fonte: A autora

5.3.4 Confronto D. eschscholtzii x Fitopatégenos

Na analise do confronto da cepa D. eschscholtzii frente ao fungo L. pontae
(L18) foi observada a inibicdo do fitopatdgeno em relacdo ao endofitico logo nos
primeiros dias de pareamento, sendo que o endofitico segue crescendo de forma
majoritaria nos dias seguintes, destacando-se os dias 2 e 5 em que se nota uma taxa

maior de crescimento de D. eschscholtzii frente ao L18. Ao avaliar o crescimento do
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fitopatdgeno no pareamento (13,26 mm) em relacdo ao controle (38,73 mm) se
observa uma taxa de inibicdo de 65,75% no desenvolvimento da colonia do L18, um
valor significativo as analises de variancia. Como houve o encontro micelial entre as
cepas é improvavel que a inibicado seja quimica (Figura 23). A baixa taxa na variagao
dos dados confirma a inibi¢cdo do crescimento do fitopatégeno (p= 0,004193) (Figura
24).

Figura 23 - Desenvolvimento do fungo D. eschscholtzii frente ao fitopatdgeno L. pontae (L18) ao longo
dos dias de crescimento.
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Figura 24 - Encontro dos micélios no pareamento do D. eschscholtzii x L18.
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Fonte: A autora

No pareamento do D. eschscholtzii frente ao fitopatégeno Colletotrichum (C2),
foi observado um crescimento predominante do endofitico em relacdo ao fitopatégeno
nos primeiros dias de inoculagéo; a maior taxa de crescimento se deu no segundo dia,
sendo que apods esse dia, D. eschscholtzii segue se desenvolvendo de forma mais
lenta, porém ainda majoritariamente comparado ao C2, ocupando por completo a
placa. Avaliando o desenvolvimento do fitopatégeno (9,74 mm) em relacdo ao seu
controle (25,92 mm) foi observado uma taxa de inibicdo de 62,37%, resultando num

valor de repressao significativa a andlise de variancia (p= 0,0009598) (Figura 25) p.45;
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como houve encontro micelial no término do confronto € improvavel que a inibicao

seja quimica (Figura 26).

Figura 25 - Desenvolvimento do fungo D. eschscholtzii frente ao fitopatégeno Colletotrichum (C2) ao
longo dos dias de crescimento.
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Figura 26 - Encontro dos micélios no pareamento do D. eschscholtzii x C2.
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Fonte: A autora

5.3.5 Confronto H. anthochroum x Fitopatdgenos

Na observacéo dos graficos do confronto do fungo H. anthochroum frente a
cepa L. pontae (L18) foi observada a inibicdo do crescimento do fitopatbgeno em
relacdo ao endofitico ja nos primeiros dias de inoculagéo; o desenvolvimento do
H. anthochroum é crescente até o sexto dia em que a placa é tomada de forma
predominante pelo endofitico. Na avaliagdo dos dados do crescimento do fitopatdgeno
no confronto (37,60 mm) em relacéo ao seu controle (52,48 mm) se nota uma taxa de
inibicdo de 28,48% do desenvolvimento da cepa L18, significativa a analise de
variancia (p= 0,1207) (Figura 27) p.46. Devido ao encontro micelial das cepas

avaliadas nado é provavel que a inibicdo seja quimica (Figura 28) p.46.
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Figura 27 - Desenvolvimento do fungo H. anthochroum frente ao fitopatdgeno L. pontae (L18) ao longo
dos dias de crescimento.
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Figura 28 - Encontro dos micélios no pareamento do H. anthochroum x L18.
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Fonte: A autora

No confronto do H. anthochroum frente ao fungo Colletotrichum (C2), foi
observado um crescimento gradativo do endofitico em maior propor¢cdo que o
fitopatdogeno do primeiro até o quinto dia. No sexto dia a cepa isolada do babagu teve
uma alta taxa de crescimento em detrimento ao C2, evidenciando dessa forma a
inibicdo do desenvolvimento do Colletotrichum. Quando foi observado os dados do
crescimento do fitopatégeno no confronto (23,45 mm) em relagdo ao seu controle
(38,73 mm) ficou evidente um a taxa de inibicdo de 39,56%, significativa a analise de
variancia (p= 0,1207) (Figura 29) p.47. A observacdo do encontro micelial entre as
cepas pareadas nos permite afirmar que é improvavel que a inibicdo seja quimica
(Figura 30) p.47.
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Figura 29 - Desenvolvimento do fungo H. anthochroum frente ao fitopatégeno Colletotrichum (C2) ao
longo dos dias de crescimento.
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Figura 30 - Encontro dos micélios no pareamento do H. anthochroum x C2.

s

H._ anthochroum
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5.3.6 Confronto CA2P x Fitopatégenos

Na avaliagédo do crescimento do fungo CA2P frente a cepa L. pontae (L18) foi
observada uma taxa de crescimento praticamente linear entre os dias quatro e nove
do endofitico em relacéo ao fitopatdgeno, no décimo dia se nota um crescimento muito
maior da cepa isolada do fruto babacgueiro, caracterizando a inibicdo do
desenvolvimento do L18. Quando se avalia os dados de desenvolvimento do
fitopatdbgeno no confronto (37,73 mm) em relagdo ao seu controle (58,19 mm) uma
taxa de inibicdo de 35,19% ¢é observada. E evidenciado também que o endofitico se
desenvolveu 77,69% a mais durante o pareamento que 0 seu controle, isso pode ser
justificado pela liberacdo de substancias capazes de ajudar no desenvolvimento da
coloénia do CA2P. A andlise dos dados descritos € significativa a analise de variancia
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0 que confirma a inibicdo do desenvolvimento do L18 (p= 0,05288) (Figura 31). Devido
ao encontro micelial durante o confronto das cepas € improvavel que a inibicdo seja

quimica (Figura 32).

Figura 31 - Desenvolvimento do fungo CA2P frente ao fitopatégeno L. pontae (L18) ao longo dos dias
de crescimento.
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Figura 32 - Encontro dos micélios no pareamento do CA2P x L18.
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No confronto do CA2P frente ao fungo Colletotrichum (C2), foi observado um
crescimento majoritario do endofitico em relacéo ao fitopatdgeno, sendo que entre 0s
dias quatro e seis se nota as maiores taxas de crescimento do CA2P. Avaliando os
dados do desenvolvimento do fitopatdgeno no pareamento (31,57 mm) em relacdo ao
seu controle (36,86 mm) € observada uma taxa de inibicdo no desenvolvimento de
sua colbnia de 14,34%, também é verificado que o endofitico cresce 61,80% a mais
que o seu controle durante o confronto, esse acréscimo pode ser esclarecido através
do ambiente de estresse em que os fungos séo inseridos, fazendo com que o CA2P
ou fitopatdégeno liberem substancias capazes de favorecer o seu crescimento. O
exame dos dados descritos € significativo a analise de variancia (p= 0,0001127)
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(Figura 33). Como houve encontro dos micélios € provavel que a inibicdo néo seja

quimica (Figura 34).

Figura 33 - Desenvolvimento do fungo CA2P frente ao fitopatégeno Colletotrichum (C2) ao longo dos
dias de crescimento.
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Figura 34 - Encontro dos micélios no pareamento do CA2P x C2.
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5.3.7 Confronto F2 x Fitopatégenos

Na observacdo do confronto do fungo F2 frente a cepa L. pontae (L18) foi
observada a inibicdo do crescimento do fitopatdgeno em relacéo ao endofitico, ja que
a taxa média diaria do desenvolvimento do F2 foi maior em praticamente todo o
experimento, com destaque no aumento médio da colbnia do isolado das folhas do
babacueiro entre os dias quatro e seis que foi muito superior que nos dias anteriores
de experimento. Quando se avalia o crescimento do fitopatbgeno no pareamento
(32,30 mm) em relacé&o ao seu controle (58,19 mm) se nota uma taxa de repressao
no desenvolvimento do L18 de 44,52%, significativa a analise de variancia (p=
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0,04237) (Figura 35). Devido ao encontro dos micélios durante o confronto fica

impossibilitada a probabilidade inibicdo quimica entre as cepas pareadas (Figura 36).

Figura 35 - Desenvolvimento do fungo F2 frente ao fitopatégeno L. pontae (L18) ao longo dos dias de
crescimento.
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Figura 36 - Encontro dos micélios no pareamento do F2 x L18.
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Na andlise de colbnias pareadas do F2 frente ao fungo Colletotrichum (C2),
foi observado um crescimento gradual da massa micelial do endofitico em relacéo ao
fitopatdogeno entre 0 segundo e o quinto dia. As linhas do grafico desencontradas
denotam um desenvolvimento maior da cepa F2, porém ndo é possivel afirmar uma
repressao significativa, pois a cepa C2 teve o tamanho da sua colénia na placa do
confronto bem préximo a area da mesma cepa no seu controle, isso denota que
praticamente o fitopatdbgeno cresceu no confronto da mesma forma que cresce
quando cultivado de forma isolada. As observagcOes descritas anteriormente se
confirmam quando se avalia os dados do desenvolvimento do C2 no confronto (29,87
mm) em relagdo ao seu controle (31,17 mm) que denota uma taxa de inibicdo de

4,15%, significativa a analise de variancia (p= 0,09879) (Figura 37) p.51. Como houve
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encontro micelial entre as cepas pareadas é provavel que a inibicdo nao ocorra de

forma quimica (Figura 38).

Figura 37 - Desenvolvimento do fungo F2 frente ao fitopatdgeno Colletotrichum (C2) ao longo dos
dias de crescimento.
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FIGURA 38 - Encontro dos micélios no pareamento do F2 x C2.
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5.3.8 Confronto X. feejeensis x Fitopatbgenos

Na observagédo do confronto do fungo X. feejeensis frente a cepa L. pontae
(L18) foi observada a inibicAo do crescimento do endofitico em relacdo ao
fitopatdégeno, ja que a taxa média diaria do desenvolvimento do L18 foi maior em
praticamente todo o experimento, isso é apontado pelas linhas do gréafico
desencontradas, com uma taxa de crescimento maior no aumento da col6nia do L.
pontae entre os dias trés e quatro que foi superior aos demais dias de observacao.
Quando se faz uma avaliacdo dos dados do desenvolvimento do endofitico no
confronto (20,28 mm) em relagdo ao seu controle (45,35 mm) foi observado uma
inibicdo de 55,30%. A analise de variancia ndo mostrou diferenca significativa entre

as médias dos diametros das colénias (p= 0,04072) (Figura 39) p.52. Devido ao
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encontro dos micélios das duas cepas fica improvavel que a inibicdo do L18 seja

quimica (Figura 40) p.52.

Figura 39 - Desenvolvimento do fungo X. feejeensis frente ao fitopatégeno L. pontae (L18) ao longo
dos dias de crescimento.
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Figura 40 - Encontro dos micélios no pareamento do X. feejeensis x L18.
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Na andlise de colénias pareadas do X. feejeensis frente ao fungo
Colletotrichum (C2), foi observado um crescimento majoritario do fitopatdgeno em
relacdo ao endofitico, com maior taxa de desenvolvimento entre os dias cinco e seis.
As linhas do grafico desencontradas denotam uma ampliacdo maior da colénia da
cepa Colletotrichum, em consequéncia disso entendemos que o fitopatdgeno inibe o
crescimento do endofitico. A avaliagdo dos dados relacionando o desenvolvimento do
fitopatbgeno no confronto (39,23 mm) em relacdo ao seu controle (36,86 mm)
denotam um aumento da colénia do C2 durante o pareamento huma taxa de 6,74%
superior ao crescimento do controle, que pode ser explicado pela liberacdo de
substancias facilitadoras ao crescimento do C2. Dessa forma os valores levantados
na analise caracterizam uma vantagem do Colletotrichum na cultura pareada com o
endofitico, que teve uma inibicdo do seu desenvolvimento em 34,05%. A analise da
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variancia corrobora para uma repressao da cepa X. feejeensis através dos dados
coletados (p= 0,3118) (Figura 41). Como ocorreu o0 encontro micelial das cepas

pareadas ndo é possivel afirmar que a inibicdo seja quimica (Figura 42).

Figura 41 - Desenvolvimento do fungo X. feejeensis frente ao fitopatdgeno Colletotrichum (C2) ao longo
dos dias de crescimento.
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Figura 42 - Encontro dos micélios no pareamento do X. feejeensis x C2.

Fonte: A autora

5.3.9 Confronto C. lunata x Fitopatdgenos

Na analise do desenvolvimento do fungo C. lunata frente a cepa L. pontae
(L18) foi dificil a determinacéo da inibicdo do crescimento das cepas pareadas, ainda
que se observe o aumento da taxa média diaria de crescimento da colénia do L18 que
foi maior logo nos primeiros dias de experimentacéo, e isso é apontado pelas linhas
do grafico em patamares distintos, denotando um crescimento maior no aumento da
colonia do L. pontae entre os dias um e quatro que foi superior que nos outros dias de
observacédo. As andlises acima sao ressaltadas quando se avalia o crescimento das
cepas pareadas em relacdo ao seu controle, verifica-se um desenvolvimento superior
dos dois fungos confrontados com taxas de 21,46% para o endofitico e de 1,95% para

o fitopatégeno, esse incremento pode ser justificado pela liberacdo de substancias
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gue promovam a expansao das colonias durante o confronto, embora se verifique que
a taxa de aumento da col6nia relacionada ao C. lunata seja superior a do L18, esta
nao se mostrou suficiente para que a cepa isolada do babagueiro se desenvolvesse
de forma significativa em relagdo ao L. Pontae. Em decorréncia do crescimento
superior das cepas no confronto em relagéo ao seu crescimento de forma isolada, fica
impossibilitada a determinacao do percentual de inibicdo. A analise de variancia nao
mostrou diferenca significativa entre as médias dos diametros das coldnias (p=
0,0003266) (Figura 43). Ao observar o encontro dos micélios das colbnias
confrontadas é provavel que a inibigcdo ndo seja quimica (Figura 44).

Figura 43 - Desenvolvimento do fungo C. lunata frente ao fitopatdgeno L. pontae (L18) ao longo dos
dias de crescimento.
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Figura 44 - Encontro dos micélios no pareamento do C. lunata x L18.
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Na andlise de colonias pareadas de C. lunata frente ao fungo Colletotrichum
(C2), foi observado um crescimento maior do fitopatégeno em relagcdo ao endofitico,
com um desenvolvimento crescente entre o primeiro e 0 segundo dia dos dois fungos.
As linhas do grafico desencontradas denotam um aumento maior da col6nia do

Colletotrichum, que ocupou a maior parte da placa encerrando o experimento logo no
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terceiro dia de observacdo. A estimativa dos dados relacionado ao crescimento do
fitopatdgeno (26,43 mm) em relacdo ao seu controle (51,77 mm) denotam uma taxa
de inibicdo do desenvolvimento do C2 em 49,04%. Ainda que se observe que a coldnia
do fitopatdgeno seja maior que de C. lunata, a analise dos dados do desenvolvimento
das duas cepas pareadas relacionadas ao seu controle, nos permite inferir que o
endofitico inibe o Colletotrichum num percentual maior que a inibicdo do fitopatdgeno
em relacdo ao endofitico. Estas informacdes séo significativas a analise de variancia
(p= 0,1145) (Figura 45). O encontro dos micélios dos fungos pareados nos permite
inferir que a possibilidade de inibicdo quimica € minima (Figura 46).

Figura 45 - Desenvolvimento do fungo C. lunata frente ao fitopatégeno Colletotrichum (C2) ao longo
dos dias de crescimento.
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Figura 46 - Encontro dos micélios no pareamento do C. lunata x C2.
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5.3.10 Confronto FB2V x Fitopatdégenos

Na analise do desenvolvimento do fungo FB2V frente a cepa L. pontae (L18)
foi observada a inibicéo do crescimento do fitopatdgeno em relacéo ao endofitico, pois
€ possivel notar um crescimento majoritario do FB2V durante todo experimento, com

destaque para o desenvolvimento ocorrido entre o primeiro e segundo dia, em que foi
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observado uma taxa de desenvolvimento mais alta da colonia do isolado do endocarpo
do fruto do babacueiro. Ainda que se observe nos ultimos dias de experimentacdo um
aumento do crescimento da cepa L. pontae, esse avanc¢o ndo supera os diametros ja
alcancados pelo endofitico, confirmando dessa forma a inibicAo do fungo
fitopatogénico. A inibicdo do fitopatdgeno alcancou uma taxa de 23,58% quando se
avalia o desenvolvimento do L18 no pareamento (32,73 mm) em relacdo ao seu
controle (42,78 mm). A analise de variancia ndo mostrou diferenca significativa entre
as médias dos diametros das coldnias (p= 0,1002) (Figura 47). Como os micélios das
colénias confrontadas se encontraram durante o experimento, fica improvavel a

possibilidade de inibicdo quimica (Figura 48).

Figura 47 - Desenvolvimento do fungo FB2V frente ao fitopatdgeno L. pontae (L18) ao longo dos dias
de crescimento.
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Figura 48 - Encontro dos micélios no pareamento do FB2V x L18.
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Na analise de colonias pareadas do FB2V frente ao fungo Colletotrichum (C2),
foi observado uma alta taxa de desenvolvimento do endofitico logo no primeiro dia de
crescimento, enquanto que o fitopatdogeno teve o aumento de sua colbnia inibido pelo

FB2V em todos os dias de analise, esse julgamento é feito visualizando a barra de



57

erro padrdo que denota no primeiro dia uma vantagem maior da cepa FB2V. Uma taxa
de inibicdo de 58,35% é denotada quando se avalia o desenvolvimento do C2 no
confronto (17,89 mm) e seu controle (42,95 mm). A analise de variancia confirma a
inibicdo através dos dados coletados (p= 0,008729) (Figura 49) p.57. A notoriedade
do encontro micelial das cepas confrontadas dao possibilidade para que a inibigdo nao

seja quimica (Figura 50).

FIGURA 49 - Desenvolvimento do fungo FB2V frente ao fitopatdgeno Colletotrichum (C2) ao longo dos
dias de crescimento.
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FIGURA 50 - Encontro dos micélios no pareamento do FB2V x C2.

Fonte: A autora

5.3.11 Confronto C. aérea x Fitopatdogenos

Na observacéo dos graficos do confronto do fungo C. aérea frente a cepa L.
pontae (L18) foi observada a inibicdo do crescimento do endofitico em relagdo ao
fitopatdgeno ja nos primeiros dias de inoculacéo; o desenvolvimento do L18 ultrapassa
a colonia de C. aérea entre os dias um e dois e segue em crescimento acentuado até
o fim do experimento no quinto dia, caracterizando a repressao ao crescimento da

colonia do endofitico. A avaliacdo dos dados do aumento da colénia do isolado do
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babacueiro (27,42 mm) em relacdo ao desenvolvimento do seu controle (40,30 mm)
demonstram uma taxa de inibicdo de 31,96%, significativa as analises de variancia
(p= 0,01013) (Figura 51) p.58. O encontro micelial dos fungos durante o confronto

indicam que a inibicdo provavelmente ndo seja quimica (Figura 52) p.58.

Figura 51 - Desenvolvimento do fungo C. aérea frente ao fitopatdgeno L. pontae (L18) ao longo dos
dias de crescimento.
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Figura 52 - Encontro dos micélios no pareamento do C. aérea x L18.
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Na analise de coldnias pareadas do C. aérea frente ao fungo Colletotrichum
(C2), nao foi observado inibicédo relevante por parte das duas cepas pareadas, ja que
a analise grafica denota crescimento em proporcdes quase que idénticas, com uma
pequena vantagem do endofitico em relagcdo ao fitopatbgeno entre o segundo e
terceiro dia, porém essa variagcao no crescimento nao é significativa para avaliacao de
um possivel antagonismo de uma cepa em detrimento a outra. Quando se avalia o
desenvolvimento do endofitico (23,70 mm) e do fitopatdgeno (22,01 mm) durante o
enfrentamento em relacdo aos controles (40,30 mm e 47,72 mm, respectivamente),
se nota que o C. aérea inibe o crescimento do fitopatdbgeno num percentual de 54,54%,
enquanto que o C2 inibe o0 aumento da col6nia do endofitico numa taxa percentual de

41,85%, a diferenca nos percentuais de inibicdo entre as cepas confrontadas €&
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pequena, 0 que corrobora para a impossibilidade de se determinar potencial
antagobnico entre os fungos pareados. A andlise de variancia dos dados coletados
confirma a incapacidade dos fungos pareados em reprimir o crescimento do outro de
forma significativa (p= 0,6744) (Figura 53). O encontro dos micélios dos fungos
durante o confronto pode ser observado na Figura 54.

Figura 53 - Desenvolvimento do fungo C. aérea frente ao fitopatdégeno Colletotrichum (C2) ao longo
dos dias de crescimento.
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Figura 54 - Encontro dos micélios no pareamento do C. aérea x C2.
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Dessa forma, foi verificado as maiores taxas de inibicdo do desenvolvimento
dos fitopatégenos nos confrontos de D. eschscholtzii x L. pontae e D. eschscholtzii x
Colletotrichum, sendo esses valores 65,75% e 62,37% respectivamente, enquanto
gue as menores taxas de repressdo ao crescimento das colénias L. pontae e
Colletotrichum foram observadas nas disputas das cepas endofiticas X. feejeensis
(19,98%) e FB1P (13,84%).

Os dados das médias de crescimento das cepas pareadas sao encontrados
na tabela 4 (p.60). Um resumo dos dados observados no que se refere a inibicdo do
crescimento dos fitopatégenos analisados em relagéo aos endofiticos isolados do fruto

e da folha do babagu & mostrado na tabela 5 (p.61).



60

Tabela 4 - Média das medicdes do crescimento dos fungos pareados e de seus controles (continua).

Média do Média do
Endofiticos Média do crescimento .- crescimento
) Média do
isolados do controle dos dos do L18
o o controle do
babacu e endofiticos endofiticos L18 em mm frente aos
Fitopatégenos em mm frente ao L18 endofiticos
em mm em mm
F. solani 90,00 51,92 92,40 59,95
FB1P 62,60 62,35 92,40 37,16
CA3V 90,69 64,77 84,10 61,54
D. eschscholtzii 47,32 45,50 38,73 13,26
H. anthochroum 57,68 54,31 52,48 37,60
CA2P 28,04 49,82 58,19 37,73
F2 65,22 50,81 58,19 32,30
X. feejeensis 45,35 20,28 50,91 40,76
C. lunata 26,43 32,11 50,02 51,00
FB2C1 62,2 47,72 42,78 32,73
C. aérea 40,3 27,42 50,02 38,89
Tabela 4 - Média das medi¢des do crescimento dos fungos pareados e de seus controles (continuagéo).
N Média do Média do
Endofiticos Médiado  crescimento  pMédiado crescimento
isolados do ¢onrole dos dos controle do  do C2 frente
_babagu e endofiticos  endofiticos  c2 em mm aos
Fitopatogenos em mm frente ao C2 endofiticos
em mm em mm
F. solani 90,00 67,34 43,7 52,00
FB1P 62,60 63,65 43,7 37,16

CA3V 90,69 53,36 37,10 31,59
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D. eschscholtzii 47,32 45,50 25,92 9,75
H. anthochroum 57,68 44,49 38,73 23,45
CA2P 28,04 45,37 36,86 31,57
F2 65,22 53,09 31,17 29,87
X. feejeensis 43,35 28,58 36,86 39,23
C. luneta 26,43 19,57 51,77 26,43
FB2C1 62,20 57,18 42,95 17,89
C. aérea 40,30 23,70 47,72 22,01

Tabela 5 - Taxa de inibicAo promovida pelas cepas durante o pareamento e taxas de crescimento
superior dos enddfitos em relagéo a seus respectivos controles.

Taxa de crescimento

Endofiticos Taxa de inibicdo % superior do endofitico x
isolados do controle em %
babacu e
Fitopatégenos L18 C2 L18 C2

F. solani (-) 42,30 (-) 25,23 - -
FB1P (+) 59,83 (+) 13,84 1,25 1,69
CA3V (+) 26,88 (+) 15,01 - -
D. eschscholtzii (+) 65,75 (+) 62,37 - -
H. anthochroum (+) 28,48 (+) 39,56 - -
CA2P (+) 35,19 (+) 14,34 77,69 61,80
F2 (+) 44,52 (+) 4,15 - -

X. feejeensis (-) 55,30 (-) 34,05 - -
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C. luneta * (+) 49,04 21,46 -
FB2C1 (+) 23,58 (+) 58,35 - -
C. aérea (-) 31,96 * - -

() Inibicdo do crescimento do endofitico promovida pelo fitopatégeno.
(+) Inibicao do crescimento do fitopatdgeno promovida pelo endofitico.
* Taxa de inibicdo impossivel de ser der ser determinada.

5.4 Avaliacéo do perfil metabdlico dos isolados antagénicos

A partir dos testes de antagonismo e da observacao que a relagdo antagbénica
mais promissora estava associada a interacdo da espécie D. eschscholtzii e os
fitopatogenos Colletotrichum sp. e L. pontae, estes inicialmente foram cultivados
pareadamente em placas bipartidas para avaliagdo do efeito de compostos volateis,
porém as culturas pareadas tiveram crescimento micelial semelhante aos controles,
indicando que o efeito inibitério observado nédo se devia a producdo de compostos
volateis, fato que direcionou a pesquisa no sentido de explorar o perfil metabdlico de
compostos fixos produzidos nos testes de antagonismo. Os isolados endofiticos e
fitopatdgenos foram co-cultivados em meio de cultura solido para producdo de
extratos. Foram produzidos 10 extratos, sendo 5 extratos hexanicos (3 controles e 2

co-cultivos) e 5 extratos metandlicos (3 controles e 2 co-cultivos).

Todos os extratos foram submetidos a analise espectroscépica via RMN *H.
A andlise do espectro de RMN H obtido a partir do extrato hexanico associado ao
cultivo isoladamente de Colletrotrichum sp. (C2) evidencia a producdo de compostos
lipofilicos, como triacilglicerol, muito comum nos extratos fangicos, em fungéo das
caracteristicas celulares desse tipo de microrganismo (HOSSEINZADEH-
BANDBAFHA et al., 2020). O espectro de RMN 'H do extrato metandlico deixa em
evidéncia a producdo de compostos hidroxilados, dada a riqueza de sinais na regido
entre 3,0 e 4,0 ppm. Ao analisar os espectros adquiridos para os extratos obtidos do
cultivo isoladamente associados ao fitopatdbgeno L. pontae (L18), as mesmas
evidéncias sao observadas, ou seja, perfil lipidico no extrato hexéanico e compostos

hidroxilados no extrato metandlico.

Diferentemente dos espectros comentados anteriormente, o espectro de RMN

'H do extrato hexanico do endofitico D. eschscholtzii possui uma riqueza de sinais,
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tais como, sinais de metila alifatica em torno de 1,50 ppm, metoxilas aromaticas,
caracterizadas pelos sinais proximo a 4,00 ppm, sinais de hidrogénios aromaticos na
regido entre 6,25 ppm e 7,50 ppm, sinal tipico de hidrogénio de aldeido em 9,32 ppm
e hidroxila quelada em 11,70 ppm. A analise do espectro permite ainda destacar sinais
tipicos de substancias lipofilicas como triacilgliceréis, dados os sinais na regido de 1,5

a 3,0 ppm, préximo a 4,3 ppm e 5,5 ppm.

Por sua vez, a partir da andlise do espectro de RMN H do extrato hexanico
obtido no co-cultivo (Figura 55 e 56) p.64, do endofitico com ambos os fitopatdgenos,
observa-se que nao ha evidéncias de alteracdo do perfil metabdlico de ambos os
microrganismos associados quando cultivados isoladamente. Este fato associado a
observacéao feita no teste de antagonismo, de que as cepas se desenvolvem ao ponto
de se tocarem, leva a sugerir que a inibicdo observada no pareamento talvez esteja
associada a criagdo de uma barreira fisica, ndo descartando a hipotese de uma
inibicdo associada ao mesmo perfil metabdlico livre da presenca do fitopatégeno, ou
ainda que a inibicdo seja causada por substancias associadas ao metabolismo
primario, como aquele associado a atividade de peptideos antimicrobianos
(CARVALHO e MACHINI, 2013).

De modo semelhante aos extratos metandlicos dos fitopatdgenos, o extrato
metandlico do endofitico D. eschscholtzii € rico em substancias hidroxiladas. Da
mesma forma, o extrato metandlico do co-cultivo de ambos os sistemas (D.
eschscholtzii e Colletotrichum sp; D. eschscholtzii e L. pontae) n&o produziu
evidéncias da alteracédo do perfil metabdlico. Os espectros dos extratos metandlicos

podem ser visualizados nas figuras de 57 e 58 (p.65), de modo associado.
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FIGURA 55: Andlise comparativa do perfil metabélico via espectros de RMN H (CDCls, 400 MHz) do

extrato hexanico do co-cultivo (D. eschscholtzii - FB2C2 € Colletotrichum- C2) e dos extratos das
cepas cultivadas isoladamente

FIGURA 56: Analise comparativa do perfil metabélico via espectros de RMN H (CDClz, 400 MHz)
do extrato hexanico do co-cultivo (D. eschscholtzii - FB2C2 € L. pontae L18.) e dos extratos das
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FIGURA 57: Andlise comparativa do perfil metabdlico via espectros de RMN H (DMSO-d6, 400 MHz)
do extrato metandlico do co-cultivo (D. eschscholtzii - FB2C2 € Colletotrichum -C2) e dos extratos das

cepas cultivadas isoladamente.
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FIGURA 58: Analise comparativa do perfil metabélico via espectros de RMN 'H (DMSO-d6, 400 MHz)
do extrato metandlico do co-cultivo (D. eschscholtzii - FB2C2 € L. pontae L18.) e dos extratos das

cepas cultivadas isoladamente.
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6 CONCLUSAO

Os estudos de prospecc¢do de fungos endofiticos de A. speciosa levaram ao
isolamento de 12 cepas endofiticas, sendo 4 isoladas a partir da casca do coco, 5 a
partir das fibras, 1 da améndoa e 2 cepas a partir das folhas do babagueiro. Amostras
das cepas foram submetidas ao protocolo de extracdo de DNA cloroférmio: alcool
isoamilico, amplificacdo e sequenciamento para identificacdo molecular. Das 12 cepas
isoladas, 6 foram identificadas como C. luneta (AMP), D. eschscholtzii (FB2M), C.
aérea (FB1V), X. feejeensis (F1), F. solani (FB3V) e H. anthochroum (CA1M).

As cepas endofiticas foram ainda avaliadas quanto ao seu potencial
biotecnolégico visando a inibicdo do desenvolvimento dos fitopatdégenos
Colletotrichum (C2) e L. pontae (L18) por meio de testes de antagonismo. A partir da
avaliacdo dos testes de antagonismo foi possivel destacar uma atividade inibitoria
promissora associada ao endofitico D. eschscholtzii frente a ambos os fitopatdgenos,
L. pontae (65,75%) e Colletotricum sp (62,37%). A analise dos espectros de RMN 1H
dos extratos hexanicos e metandlicos obtidos a partir do co-cultivo de endofitico
versus fitopatdbgeno ndo permitiu inferir sobre mudancgas no perfil metabodlico de
ambos 0s microrganismos quando pareados, sugerindo haver uma inibicdo por meio
de uma barreira fisica ou ainda por meio da acdo do metabolismo primario. Além do
efeito inibitério, em alguns casos, fitopatégenos e endofiticos apresentaram um
desenvolvimento micelial superior ao controle o que leva a hipétese da producédo de

substancias promotoras de crescimento.

O conjunto de resultados preliminares obtidos permite afirmar que os isolados
fungicos do babacu tém potencial para o0 desenvolvimento de produtos
biotecnolodgicos. Além disso, soma-se a relevancia desses resultados o fato de que
até o momento ndo foram encontrados na literatura registros do perfil de fungos

endofiticos associados ao babacu.
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