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RESUMO

Bezerra, Gustavo de Andrade, M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Julho de 2017. Titulo " MICOBIOTA ENDOFITICA DE BROMELIAS
EM RESTINGAS E ANTAGONISMO DE Trichoderma spp. A Fusarium
guttiforme” Orientador: Prof. Silvaldo Felipe da Silveira.

Restingas € um ecossistema do bioma Mata Atlantica que compreende grande
parte do litoral brasileiro e praticamente nada se conhece sobre a diversidade de
fungos ou das doencas ocasionadas por estes em plantas presentes na mesma,
durante o seu estabelecimento no habitat, as plantas desenvolvem a capacidade
de interagir com diferentes espécies de seres vivos, dentre eles os fungos. Fungos
endofiticos fazem parte dessa diversidade em interacdo com bromélias e
microrganismos que vivem nas plantas durante pelo menos uma parte do seu ciclo
de vida sem causar qualquer manifestacdo visivel da doenca. Exposto isso, 0
presente trabalho objetivou identificar e descrever a diversidade de fungos
endofiticos cultivaveis associados a Bromeliaceae no ecossistema da restinga de
Jurubatiba, estado do Rio de Janeiro, identificar e selecionar espécies endofiticas
de Trichoderma spp. como agentes de biocontrole. Amostras de folhas de plantas
sadias foram coletadas para o isolamento de fungos endofiticos de 2 espécies de
bromélias habitantes da restinga: Aechmea nudicaulis (espécie 1) e Bromelia
antiacantha (espécie 2). As plantas foram coletadas de forma aleatoria,
percorrendo-se toda a faixa de restinga de sul a norte (30 pontos de coleta — 3
folhas da primeira espécie e 10 pontos de coleta da segunda espécie). Apos a
amostragem das folhas, em laboratério, com auxilio de um furador de rolha (1,3 cm

de diametro) retirou-se 6 fragmentos do terco médio da base da bainha foliar, os
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quais foram imersos em alcool 70% (1 min.), hipoclorito de sédio 1,5% (1 min.),
alcool 70% (30 segs.) para retirar o excesso de hipoclorito e, triplice lavagem em
agua destilada estéril. Os fungos isolados foram mantidos pelos métodos de
Castellani e em tubos com meio inclinado. A observacdo das caracteristicas
morfologicas e culturais dos isolados foram feitas através de laminas ao
microscopio Optico, em coldnias crescidas em BDA ou em microcultura. A
caracterizacdo morfolégica das colbnias foi por comparacdo entre as
caracteristicas distintas de cada isolado e dados da literatura. Procedeu-se a
fotodocumentacdo dos fungos em microscopico 6ptico modelo Nikon i80, onde foi
possivel obter as medidas de estruturas. Os géneros fungicos identificados foram:
Aspergillus sp., Bipolaris sp., Curvularia sp., Monilia sp., Nigrospora sp., Penicillium
sp., Pestalotiopsis sp., e Trichoderma sp. Bipolaris sp., Curvularia sp. e Monilia sp.
apresentaram um padrdo de dominancia entre as duas bromélias. Em Aechmea
nudicaulis foram exclusivos os géneros Bipolaris sp. e Curvularia sp., enquanto em
Bromelia antiacantha, o género Monilia sp. foi exclusivo. Os demais géneros
identificados apresentaram um padrdo de similaridade entre as plantas, com
diferentes frequéncias dos isolados encontrados. Os isolados de todos os fungos
obtidos foram depositados na Clinica Fitossanitaria da UENF e 5 isolados de
Trichoderma spp. foram selecionados para continuar os estudos de biocontrole
contra Fusarium gutifforme patogénico a abacaxi. Foram realizadas Extracdo de
DNA e sequenciamento para identificacao dos isolados de Trichoderma spp e pela
analise filogenética, foi possivel agrupar os isolados na secéo Longibrachiatum. Em
seguida foram realizados testes de antiobose in vitro para selecdo de possiveis
antagonistas, além de testes in vivo em frutos de abacaxi para avaliar a capacidade
inibitérias de crescimento e proliferacdo de F. gutifforme. Segundo a analise
filogenética com base no gene ITS, os isolados de Trichoderma spp (CF/UENF440,
CF/UENF441, CF/UENF442, CF/UENF443, CF/UENF444), pertencem a um novo
clado, provavelmente de novas espécies e, com isso, devem ser realizados
sequenciamentos nos outros genes para confirmacéo de espécies. Para os testes
de antagonismo em culturas pareadas para inibir crescimento de F. gutifforme, o
isolado CF/UENF440, se mostrou como um potencial agente de controle in vitro.
Na avaliagédo do efeito inibitorio por metabdlitos volateis, os isolados CF/UENF441,
CF/UENF442, CF/UENF443, CF/UENF444 nao apresentaram diferenca significa

na inibicdo de crescimento de Fusarium; na avaliacdo dos metabdlitos ndo-volateis
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e ndo-volateis termoestaveis, destaca o isolado CF/UENF440 como potencial
inibidor de crescimento de F. gutifforme, resultado esse, se equiparando ao teste
de antagonismo por pareamento de culturas. Na avaliagédo do biocontrole in vivo
em frutos de abacaxi, os isolados do antagonista ndo apresentaram efeito sobre o
agente patogénico F. gutifforme.

Palavras-chave: Bioprospeccéo, biotecnologia, interacao, controle biologico,
antagonismo
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ABSTRACT

Bezerra, Gustavo de Andrade, M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. July, 2017. Title "Mycobiota endophytic in bromelias of restingas
and National Park of Jurubatiba, RJ and antagonism of Trichoderma spp. the
Fusarium gutifforme” Advisor: Prof. Silvaldo Felipe da Silveira.

Restingas is an ecosystem of the Atlantic Forest biome that comprises a large part
of the Brazilian coast and practically nothing is known about the diversity of fungi or
the diseases caused by these in plants present in the same, during their
establishment in the habitat, the plants develop the capacity of interact with different
species of living beings, among them fungi. Endophytic fungi are part of this diversity
in interaction with bromeliads and microorganisms that live in plants for at least part
of their life cycle without causing any visible manifestation of the disease. The
present work aimed to identify and describe the diversity of endophytic fungi
associated with Bromeliaceae in the restinga ecosystem of Jurubatiba, state of Rio
de Janeiro, to identify and select endophytic species of Trichoderma spp. as
biocontrol agents. Samples of leaves of healthy plants were collected for the
isolation of endophytic fungi from two species of bromeliads living in the restinga:
Aechmea nudicaulis (species 1) and Bromelia antiacantha (species 2). The plants
were collected in a random way, traversing the entire sandbank range from south to
north (30 collection points - 3 leaves of the first species and 10 collection points of
the second species). After sampling the leaves, in the laboratory, 6 fragments of the
middle third of the base of the leaf sheath were removed using a corkscrew (1.3 cm

diameter), which were immersed in 70% alcohol (1 min. ), sodium hypochlorite 1.5%
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(1 min.), 70% alcohol (30 secs.) to remove excess hypochlorite and triple wash in
sterile distilled water. The isolated fungi were maintained by the Castellani methods
and in tubes with inclined medium. The observations of the morphological and
cultural characteristics of the isolates were made through slides under optical
microscope, in colonies grown in BDA or microculture. The morphological
characterization of the colonies was by comparison between the distinct
characteristics of each isolate and data from the literature. The photodocumentation
of the fungi was performed in Nikon i80 optical microscope, where it was possible
to obtain the measurements of structures. The fungal genera identified were:
Aspergillus sp., Bipolaris sp., Curvularia sp., Monilia sp., Nigrospora sp., Penicillium
sp., Pestalotiopsis sp., and Trichoderma sp. Bipolaris sp., Curvularia sp. and Monilia
sp. presented a pattern of dominance between the two bromeliads. in Aechmea
nudicaulis the genera Bipolaris sp. and Curvularia sp., while in Bromelia
antiacantha, the genus Monilia sp. was exclusive. The other genres identified had a
pattern of similarity between plants, with different frequencies of the isolates found.
The isolates of all the fungi obtained were deposited in the Phytosanitary Clinic of
UENF and 5 isolates of Trichoderma spp. were selected to continue the biocontrol
studies against Fusarium gutifforme pathogenic to pineapple. DNA extraction and
sequencing were performed to identify the isolates of Trichoderma spp and by
phylogenetic analysis, it was possible to group the isolates in the Longibrachiatum
section. Then in vitro antiobose tests were performed to select possible antagonists,
as well as in vivo tests on pineapple fruits to evaluate the inhibitory capacity for
growth and proliferation of F. gutifforme. According to the phylogenetic analysis
based on the ITS gene, the isolates of Trichoderma spp (CF / UENF440, CF /
UENF441, CF / UENF442, CF /| UENF443, CF / UENF444) belong to a new clade,
probably of new species and, sequencing of the other genes for species
confirmation. For the antagonistic tests in paired cultures to inhibit F. gutifforme
growth, CF / UENF440 isolate was shown to be a potential in vitro control agent. In
the evaluation of the inhibitory effect by volatile metabolites, the isolates CF /
UENF441, CF / UENF442, CF / UENF443, CF / UENF444 showed no significant
difference in inhibition of Fusarium growth; in the evaluation of the non-volatile and
non-volatile thermostable metabolites, highlights the CF / UENF440 isolate as a

potential growth inhibitor of F. gutifforme, which is equivalent to the antagonism test
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by crop pairing. In the evaluation of in vivo biocontrol in pineapple fruits, the isolates

of the antagonist had no effect on the pathogenic agent F. gutifforme.

Keywords: Bioprospecting, biotechnology, interaction, biological control,
antagonismo
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1. INTRODUCAO

As restingas como ecossistemas da Mata Atlantica compdem um mosaico
de formagdes vegetais, floristica e estruturalmente diferenciadas, variando desde
fitofisionomia rasteira e herbacea proximas ao mar, passando por formacdes
arbustivas, até florestais a medida em que se afasta do litoral (CONAMA, 2008).
Frequentemente, essas formacdes encontram-se proximas umas das outras, nao
obstante associadas a areas topograficamente diferenciadas. O relevo varia desde
depressbdes, que apresentam afloramento do lencol freatico com periodos,
intensidade e frequéncia de inundacdo variados, até ambientes ndo inundaveis
devido a topografia mais elevada, como dunas e cristas de corddes arenosos
(Martins et al., 2008).

No Brasil, principalmente nas regides sul e sudeste, as restingas tem sido
alvo de estudos mais sistematizados, sobretudo levantamentos floristicos e
estruturais (Assumpcao e Nascimento, 2000), que evidenciam a importancia desse
ecossistema para a biodiversidade. Tal caracteristica reside no fato das espécies
gue ocorrem nas restingas serem, na sua maioria, formas adaptadas de espécies
vegetais oriundas da mata tropical chuvosa e que se estruturam em comunidades
através de processos de interacdo positiva entre elas (Scarano et al., 2001).

Durante o seu estabelecimento no habitat, as plantas desenvolvem a
capacidade de interagir com diferentes espécies de seres vivos, dentre elas os
fungos. Levantamentos de fungos causadores de doengas de plantas ou nao

patogénicos, sdo importantes para se prever epidemias em plantas cultivadas,
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origem genética de fitopatdgenos e seus variantes, bem como na exploracdo do
potencial biotecnoldgico de qualquer espécie fungica associada ou ndo as plantas
em habitats naturais, cujas particularidades e singularidades ecofisiologicas,
podem possibilitar a detec¢do de constituintes ou associacdes que venham a ser
de interesse direto do homem (Neto et al., 2003).

Em ecossistemas de restinga pouco se conhecem sobre a diversidade de
fungos ou das doencas ocasionadas por estes em plantas (Mussi-Dias et al., 2016;
Freire et al., 2016a), o que vem sendo sugerido ultimamente como fonte inesgotavel
de biodiversidade para fungos endofiticos (Mussi-Dias e Freire, 2013) pela riqueza,
frequéncia e disponibilidade dessa flora nas exploragdes realizadas na regido norte
fluminense (Freire et al., 2016b; Freire et al., 2017).

As espécies vegetais ja catalogadas em restingas sao da ordem de 2000
até o momento (FLORA DO BRASIL, 2017) pertencentes a maos de 160 familias
botanicas. Este niumero tende a crescer em funcéo da criacéo de diversas unidades
de conservacao, tanto federais, estaduais quanto particulares, associadas a
estudos de diversidade.

Destas espécies, as bromelidceas se destacam por serem plantas
tipicamente tropicais que consiste em mais de 56 géneros e cerca de 3,5 mil
espécies (Nunes, 2003). A sua abundancia em ambientes de Mata Atlantica que &
considerado um dos centros de maior diversidade para a familia é alta, cuja
estimativa gira em torno de 40% das espécies e 73% dos géneros descritos, tendo
nas restinga brasileiras cerca de 116 espécies distribuidas em 18 géneros (FLORA
DO BRASIL, 2017).

Alguns fungos podem ser considerados patogénicos para as bromeliaceas,
causando doencas como a fusariose, a mancha-negra-do-fruto, a podriddo-do-olho,
podrid6es-de-raizes e podridées em frutos e em mudas, causadas Fusarium,
Phytophthora, Thielaviopsis paradoxa e outros, especialmente para a cultura do
abacaxi (Ananas comosus) (Matos, 2000). Outras doencas relatadas para a familia,
incluem a antracnose e manchas foliares, causadas por Colletotrichum sp. e
Exserohilum rostratum, respectivamente (Chase, 1992).

A presenca de fungos endofiticos coexistindo em bromeliaceas ainda é
incipiente e ndo se sabe a relacdo entre endofitismo e parasitismo nessa interacao.
Os fungos endofiticos estdo associados intimamente com as espécies vegetais e,

embora alguns possuam associacao restrita com grupos especificos de vegetais,
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outros sdo encontrados em diferentes espécies de plantas, sem uma selecéo
aparente (Bacon e Hinton, 2002). Esses organismos podem viver endofiticamente
em diferentes partes das plantas, como raizes, ramos, folhas, sementes, frutos,
tubérculos e mesmo em flores, colonizando os espacos intercelulares, vasos do
xilema ou colonizacéo intracelular (Mundt e Hinkle, 1976; Hallmann et al., 1997;
Sturz et al., 1999; Garbeva et al.,, 2001). Desempenham variadas e estreitas
relacdes ecoldgicas com seus hospedeiros, sem provocar sintomas de doenca.
(Araujo et al., 2002).

Os enddfitos da parte aérea s6 recentemente tém despertado o interesse
da comunidade cientifica, especialmente por seu potencial na producdo de
metabdlitos de interesse econémico, incluindo aqueles produzidos pelas suas
respectivas plantas hospedeiras (Souza et al., 2004). Assim, estudos nessa area
séo de grande importancia devido a caréncia de informacgdes para elucidar a base
biologica da interacdo endoféfito-planta. Aléem disso, os fungos endofiticos podem
ser potencialmente vantajosos do ponto de vista econémico para exploragcdo no
biocontrole de pragas e de fitopatdogenos, na producdo de metabolitos de interesse
médico-farmacologico, na promocéo de crescimento vegetal, como vetores para a
introducédo de genes em plantas e na fixacdo bioldgica de nitrogénio (Chen et al.,
1995; Liu et al., 1995; Sturz et al., 1997; Reinhold-hurek e Hurek, 1998; Sturz e
Nowak, 2000), dentre outras aplicacoes.

Dessa forma, o estudo da biodiversidade de fungos associados as
bromeliaceas de restinga compde, € inédito e de interesse cientifico, quer seja para
descricdo de novas espécies de fungos e/ou para exploracdo do seu potencial

biotecnolégico.



20

2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Conhecer a diversidade de fungos endofiticos associados a duas espécies
de Bromélias (Aechmea nudicaulis e Bromelia antiacantha) distribuidas ao longo
da costa do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba, estado do Rio de Janeiro
(PNR-RJ).

2.2 ESPECIFICOS

e Isolar, identificar e manuter fungos endofiticos isolados de folhas de
bromélias da restinga do PNRJ-RJ;

e Quantificar e verificar a frequéncia dos isolados obtidos;

e I|dentificar fungos com potencial de biocontrole de doencas de plantas e

avalid-los quanto a eficiéncia in vitro e in vivo.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Ecossistema Restinga

O termo restinga geralmente € utilizado para caracterizar as planicies
costeiras ou planicies litoraneas arenosas (Carrasco, 2003; Tessler e Goya, 2005;
Souza et al., 2008), e com base na resolucdo 303 de 13 de maio de 2002 do
Ministério do Meio Ambiente, é o depdsito arenoso paralelo a linha da costa, de
forma geralmente alongada, produzido por processos de sedimentacdo, onde se
encontram diferentes comunidades que recebem influéncia marinha, também
consideradas comunidades edaficas por dependerem mais da natureza do
substrato do que do clima. A cobertura vegetal nas restingas ocorre em mosaico,
sendo encontrada em praias, em cordfes arenosos, nas dunas e em depressoes,
apresentando, de acordo com o estagio sucessional, estrato herbaceo, arbustivo e
arbéreo, este ultimo mais interiorizado e distante da beira mar. Entretanto, em
ecologia, o termo restinga é utilizado para se referir a todos os tipos de vegetacao
estabelecidos nestas planicies costeiras quaternarias (Souza et al., 2008), com
pouca riqueza de espécies, baixa produtividade e pequena complexidade, se
comparadas a outras formacdes florestais (Scarano, 2002).

Mesmo assim, as variacdes nas formacdes vegetais das restingas devem-
se a diversidade de origem, topografia e condicdes ambientais das planicies
arenosas que propiciam a formacdo de muitos habitats e, consequentemente, a
existéncia de uma flora rica e variada (Sugiyama, 1998; Lopes 2007),

apresentando, de maneira geral, aumento na complexidade da vegetacdo no
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sentido oceano-continente (Mantovani, 2000; Lopes, 2007) e a Floresta Atlantica é
a principal fonte de espécies ocorrentes nas restingas das regides Sul e Sudeste
brasileiras (Scherer et al., 2005).

Por estarem estabelecidas sobre solos arenosos, altamente lixiviados e
pobres em nutrientes, essas formacdes vegetacionais sdo muito frageis e passiveis
de perturbacdes, o que dificulta a recuperacdo de areas degradadas (Araujo e
Lacerda, 1987) e a obtencédo de dados mais conclusivos que, segundo Rodrigues
(2000), sao escassos.

Regides como estas estdo submetidas as condi¢cdes ambientais extremas,
caracterizadas por altas temperaturas, ventos constantes, elevada salinidade e
deficiéncia em nutrientes (Scarano et al., 2001; Scarano, 2002). Variagbes
fisiondbmicas sdo observadas desde a regido pos-praia até as areas mais interiores
da planicie costeira (Veloso et al., 1991; Oliveira-Filho e Carvalho, 1993). As
formacOes herbaceas, arbustivas e florestais constituem as principais fisionomias
de restinga, baseadas na estrutura da vegetacédo (Silva e Britez, 2005). Sua
diversidade biologica é proveniente do Cerrado, da Caatinga e de outros
ecossistemas da Mata Atlantica, e representada por espécies aclimatadas a faixa
litordnea. A riqueza floristica e a diversidade funcional das restingas aumentam
gradativamente das dunas em direcdo as formacdes florestais mais distantes do
mar (Araujo, 2000).

As comunidades de restinga dependem das condi¢Oes edaficas e exercem
uma importante acdo sobre a estabilizacdo do substrato nesse ambiente
(Assumpcao e Nascimento, 2000). Apesar dessa dependéncia, 0s principais
estudos sobre os padrdes de diversidade ao longo dos 5.000 km de extensao de
restinga no litoral brasileiro (Holzer et al.,, 2004) focam, principalmente, nos
levantamentos floristicos e fitossocioldgicos (Almeida Jr. et al., 2011).

Em restingas ha uma riqueza de espécies levantadas no Rio de Janeiro e
Espirito Santo (Pereira e Araugjo, 2000). As familias Fabaceae, Myrtaceae e
Rubiaceae sao citadas entre as principais familias dos ecossistemas brasileiros
(Souza & Lorenzi, 2005; Tonhasca-Junior, 2005) e a representatividade floristica
dessas familias nas Restingas também é mencionada (Pereira e Assis, 2000;
Pereira e Araujo, 2000; Assis et al., 2004). As familias Orchidaceae e Bromeliaceae
sao caracteristicas das regides neotropicais (Tonhasca-Junior, 2005), ocorrendo no

territério com elevada riqueza de espécies. Dessa forma, analisando levantamentos



23

em toda a costa brasileira, Assis et al. (2004) propuseram que as familias
Myrtaceae, Rubiaceae, Orchidaceae e Bromeliaceae, ao se destacarem no que
tange a riqueza de espécies, podem ser consideradas como as principais familias
das restingas brasileiras.

3.2 Bromeliaceas

A familia Bromeliaceae pertence a ordem Poales, que abrange cerca de um
terco das monocotiledéneas, num universo de aproximadamente 20.000 espécies
de plantas, apresentando grande variabilidade de formas, sendo em geral, segundo
Rizzini (1997) e Benzing (2000), plantas bem caracteristicas quanto a floracao.
Essas caracteristicas sé@o conferidas as bromélias por estarem em diferentes
habitats e, especialmente, pela natureza do substrato que influencia no aspecto da
planta, podendo variar amplamente em tamanho, coloracao das folhas e morfologia
das flores.

As bromélias podem ser classificadas como epifitas, terrestres ou rupicolas
(Pauletti, 2002) e compreendem aproximadamente 3.300 espécies distribuidas em
58 géneros (Luther, 2010). Esta dividida nas subfamilias Brocchinioideae,
Bromelioideae, Hechtioideae, Lindmanioideae, Navioideae, Pitcairnioideae,
Puyoideae e Tillandsioideae (Givnish et al.,, 2011), sendo essencialmente
neotropical, com excecdo de uma espécie que ocorre na costa oeste da Africa
(Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbr.) (Smith e Downs, 1974). E de acordo
com Benzing (2000), quase todas as Pitcarnioideae sao terrestres, algumas
Bromelioideae sao epifitas e a maioria das Tillandsioideae é epifita. O fato de mais
da metade das espécies de bromélias serem epifitas obrigatérias ou facultativas
ressalta a relevancia de seu papel biolégico, a medida que essas plantas criam no
interior das florestas nichos ecoldgicos em diversos patamares, bem acima do solo.
Soma-se a isso o0 grande contingente de espécies rupicolas que tornam habitaveis
as superficies rochosas totalmente expostas e desprovidas de solo.

Essas plantas apresentam, em geral, inflorescéncia vistosa e folhas
distribuidas em roseta, cujo papel eco fisioldgico € de grande importancia tanto para
sua nutricdo, como na constituicdo de um microambiente onde habitam diversos

animais, como formigas, sapos, aracnideos e serpentes (Reitz, 1983).
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As bromélias também desenvolveram complexas interacbes com outros
vegetais, animais e microrganismos que Sao parciais ou totalmente dependentes
do micro-habitat aquatico formado em seus tanques. Essas interagées sdo muito
importantes para que os individuos se alimentem, encontrem abrigo, se acasalem
e cuidem de sua prole (Del-Claro, 2012).

Dessa maneira, podemos dividir as associagdes coevolutivas entre
invertebrados e bromélias em trés tipos, dos quais podem ser encontrados
especialistas associados somente as bromélias, e os generalistas que ocupam
habitats similares (Frank et al., 2004), que s&o: a) animais e organismos que se
alimentam da bromélia consumindo suas folhas, néctar, pecas florais, frutos,
sementes ou polen; b) organismos aquaticos que utilizam o tanque durante seus
estagios imaturos, e; ¢) organismos terrestres para os quais as bromélias fornecem
refugio, umidade, local para reproducéo e potenciais presas.

A quase totalidade dos representantes desta familia é classificada como
organismos fitotélmicos (plantas formadoras de rosetas). Nas cisternas ou tanques,
formados pelo imbricamento das folhas destes individuos, € comum o acumulo de
agua (fitotelmata), e matéria organica em decomposicdo, que serve de alimento
para uma variedade de outros organismos incluindo protistas, invertebrados e
vertebrados que utilizam a &gua contida no tanque das bromélias para
forrageamento, reproducéao e reflgio contra predadores (Dias et al., 2000; Kitching,
2000; Vosgueritchian e Buzato, 2006; Ulisséa et al., 2007).

As bromélias desenvolveram, por isso, complexas interacdes com outros
vegetais, animais e microrganismos que Sao parciais ou totalmente dependentes
do microhabitat aquatico formado em suas rosetas foliares, sem contar uma gama
impressionante de polinizadores, consumidores de frutos e dispersores de
sementes que também dependem das bromélias (Kaehler et al., 2005). Sendo
assim, a riqueza e abundancia de espécies de bromélia em um determinado bioma
podem ser utilizadas para estimar o status de conservacdo do ambiente e a
capacidade de suporte da biodiversidade (Leme e Marigo, 1983).

As bromélias se beneficiam das associacBes simbibnticas por assimilar
nutrientes da decomposicdo da matéria organica e dos excrementos e/ou morte
dos animais que ela abriga (Benzing, 2000) e, provavelmente dos beneficios
proporcionados pelas interagdes com os microrganismos, dentre eles os fungos

endofiticos.
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3.3 Fungos endofiticos e suas potencialidades

Desde a descoberta dos organismos endofiticos em 1904 por Darnel, varios
pesquisadores os definiram de diferentes formas (Strobel e Daise, 2003).
Entretanto, De Bary em 1866 foi quem primeiro delineou a diferenga existente
destes microrganismos com patdgenos de plantas (Azevedo, 1999). Desse modo
supbe-se que diversas interacdes entre vegetais e seus endofiticos foram
aprimoradas e estabelecidas ao longo dos anos de evolugdo conjunta, incluindo
relacdes de especificidade entre estes organismos e suas plantas hospedeiras (Tan
e Zou, 2001; Strobel, 2003).

Os enddfitos sdo microrganismos que vivem nas plantas durante pelo menos
uma parte do seu ciclo de vida sem causar qualquer manifestacao visivel da doenca
(Bacon e White, 2000). "Endofitismo" é, portanto, um custo-beneficio da associagéo
unica planta-micrébio definido por "localizagdo™ ("funcdo” ou nao) que é
transitoriamente assintomatica, discreta, e estabelecida inteiramente no interior dos
tecidos vegetais do hospedeiro vivo (Kusari e Spiteller, 2012).

As bromélias, assim, servem como reservatorio para inumeros
microrganismos endofiticos, que se diferenciam dos fitopatogénicos por néo
causarem doencas aparente e, distinguem-se também, dos fungos epifiticos que
vivem na superficie dos orgaos e tecidos vegetais (Azevedo, 1998; Souza et al.,
2004). Esta associacao é considerada mutualistica, onde os fungos endofiticos
obtém nutrientes e protecdo das plantas hospedeiras, enquanto estas sao
provavelmente beneficiadas pelos seus metabdlitos protegendo-as contra a
herbivoria e ao ataque por fungos, bactérias e outros organismos patégenos. Varios
endofiticos podem, ainda, auxiliar na fixacdo do nitrogénio, producdo de
fitohormbnios, armazenamento de nutrientes e agua, aumentando assim, a
tolerancia da planta hospedeira a ambientes inéspitos (Nejad e Johnson, 2000;
Araujo et al., 2001; Omacine et al., 2001; Redman et al., 2002).

Ha relatos que a interacdo entre plantas e fungos endofiticos teve inicio ha
centenas de milhares de anos, quando 0s vegetais surgiram no planeta, e existem
evidéncias que confirmam esta associagcdo em fragmentos miceliais destes
microrganismos em tecidos fossilizados (Gunatilaka, 2005). Desse modo, supde-se
gue as interacbes entre vegetais e seus endofiticos foram aprimoradas e

estabelecidas ao longo dos anos, incluindo relagbes de especificidade entre estes
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micro-organismos e suas plantas hospedeiras (Tan e Zou, 2001; Strobel, 2003). A
interacdo fungos endofiticos - planta hospedeira é tradicionalmente considerada
uma relacdo mutualistica, na qual o vegetal fornece nutricdo ao enddfito e este
prové alguma forma de protecéo e melhorias a planta (Stone et al., 2000; Castillo
etal., 2007; Backmane et al., 2008). Os micro-organismos endofiticos se encontram
na regido do vegetal definida como endosfera, onde se estabelecem protegidos
com vantagens competitivas sobre 0s micro-organismos presentes na rizosfera e
filosfera. Na endosfera, os endofitos sdo favorecidos por condi¢des ideais de
nutriente, pH e umidade (Selosse et al., 2004; Gunatilaka, 2005; Kogel et al., 2006;
Backmann et al., 2008; Linakoski et al., 2011), provavelmente, por meio dessa
interacao mutualistica, ocorre influéncia na composicéo e sucesséo da comunidade
vegetal, bem como na ciclagem de nutrientes (Davvitt et al., 2010).

Aléem disso, os enddfitos frequentemente induzem alteracdes morfologicas,
fisiologicas e bioquimicas em seus hospedeiros, o que pode afetar o desempenho
da planta sob diferentes estresses bioticos ou abidticos, tais como déficit hidrico,
elevada salinidade, alta concentracdo de metais no solo, resisténcia a ataques de
insetos e herbivoros, tolerancia a dessecacéao, protecao contra patdogenos e, ainda,
estimular o crescimento do vegetal (Rakotoniriana et al., 2007; Bayat et al., 2009).

A penetracdo desses fungos através do tecido vegetal ocorre 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, podem penetrar por aberturas
causadas por insetos e, até mesmo, diretamente pela cuticula, por meio da
formacédo de apressorios (Carroll, 1988; Azevedo, 1998).

Todas as plantas, de maneira geral e em seu estado natural, possuem uma
microbiota endofitica caracteristica, importante para sua sanidade e manutencéao
(Azevedo, 1999). No entanto, quando se almeja detectar qualitativa ou
guantitativamente esta biodiversidade, fatores como a idade da planta, o tecido ou
orgao utilizado para estudo e os métodos de isolamento empregados podem
interferir e devem ser considerados (Peixoto Neto et al., 2004; Hyde e Soytong,
2008).

Uma riqueza de fungos, a maioria deles pertencente ao Filo Ascomycota,

tem sido detectada como endofitica (Hyde e Soytong, 2008). Uma flutuacéo
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espacial e sazonal desses fungos em diversas espécies vegetais tem sido
observada, podendo uma mesma espécie de fungo ocorrer ou ndo em determinada
espécie vegetal, dependendo do local de cultivo, das condicbes ambientais e do
estadio fenolégico em que a planta se encontra (Gao et al., 2005; Mussi-Dias et al.,
2012).

Dentre os diversos papéis benéficos desempenhados pelos fungos
endofiticos na interacdo com seus hospedeiros, um dos principais € a protecao da
planta contra doencas, por meio da competicdo com fitopatégenos por sitios de
colonizacdo, nutrientes e producdo de antibioticos (Clarke et al., 2006; Ownley et
al., 2010). Outra atividade ja mencionada, que tem sido atribuida a essa interacao,
€ a protecao das plantas contra o ataques por meio da producédo de toxinas, como
demonstrado na influéncia pela preferéncia e na performance de insetos herbivoros
em reduzir danos as plantas (Crawford et al., 2010; Gange et al., 2012).

Ja comrelacéo a capacidade de atuarem como agentes inibidores de outros
micro-organismos, os fungos endofiticos tem sido utilizados como agentes de
biocontrole, como uma alternativa ao controle quimico, podendo ser utilizados de
forma direta, como antagonistas, ou indireta por meio do emprego de seus
metabdlitos (Di Piero e Garda, 2008; Morandi e Bettiol, 2009). Assim, o controle
biologico de fitopatdgenos refere-se ao uso de organismos que reduzem a atividade
ou a sobrevivéncia dos agentes causadoras de doencas em plantas (Ownley et al.,
2010) e, entre os mecanismos de biocontrole utilizados, podem ser destacados a
antibiose, a competicdo por espaco, por ferro e outros nutrientes, o parasitismo e a
inducéo de resisténcia no hospedeiro (Cao et al., 2009; Ownley et al., 2010).

Em funcédo disso, uma abordagem para explicar como um endéfito evita a
ativacao das defesas do hospedeiro, garantindo sua auto-resisténcia antes de ser
incapacitado pelos metabdlitos toxicos do hospedeiro, Van Der Lelie et al. (2009)
propuseram uma hipétese de "antagonismo equilibrado”. Com isso, o fungo
conseguiria crescer dentro de seu hospedeiro sem causar manifestacdes visiveis
de infeccao.

Considerando o fato de que os endofitos residem dentro das plantas e estéo
interagindo continuamente com elas, € provavel que as mesmas também exercam
uma influéncia substancial nos processos metabdlicos in situ dos endofitos.

A bioprospeccédo de fungos endofiticos capazes de produzir metabdlitos

secundarios bioativos desejados implica, tradicionalmente, no rastreio de uma
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infinidade de enddfitos diferentes isolados a partir de uma Unica planta hospedeira
para identificar aquele "competente" para a caracteristica desejada (Strobel, 2003).
Ao se empregar a abordagem classica de isolamento, apenas alguns ou até mesmo
nenhum dos endofitos obtido seja capaz de possuir o potencial desejado. Aqueles
tidos como "incompetentes”, nesse caso, sao descartados sem mais investigacao
levando a perda de todo o conjunto de produtos naturais que eles, por ventura
sejam capazes de produzir em condi¢bes adequadas, imitando seu habitat natural.
Contudo, estratégias recentes de sequenciamento de genoma completo revelaram
gue o numero de genes que codificam as enzimas biossintéticas em varios fungos
e bactérias €, sem davida, maior que os metabolitos secundéarios conhecidos destes
microrganismos (Kogel et al., 2006). Portanto, € convincente que os endofitos
descartados possam realmente expressar apenas um subconjunto de seus genes
biossintéticos sob condi¢cbes de laboratorio padrao in vitro, de modo que somente
uma pequena porcao de seu potencial biossintético real seja aproveitada.

O grande reservatorio de metabolitos naturais "cripticos" esta, portanto,
ainda inexplorado (Mussi-Dias e Freire, 2013). E possivel que, em alguns casos,
haja producéo de compostos alvo desejados em quantidades abaixo do limite de
deteccéo, as vezes acoplado a um grande "fundo metabdlico” e condi¢cdes de
cultura discretas Gange et al., 2012). Por isso, € necessario compreender e
desvendar a interagcdo quimica ecoldgica dos fungos endofiticos para explorar
plenamente seu potencial inesgotavel de biossintese de produtos naturais (Ownley
etal., 2010) e, para isso, o conhecimento da biodiversidade desses organismos em
seus respectivos hospedeiros vem a ser o ponto de partida nos estudos de

bioprospeccéo fungica.

3.4 Caracterizacdo molecular de fungos

As técnicas classicas utilizadas para a caracterizacao fenotipica, tais como
caracteristicas morfolégicas ou bioquimicas, principalmente auxotrofia
(incapacidade de um organismo de sintetizar um composto organico necessario ao
seu préprio crescimento), apresentam restricbes nos estudos populacionais e
muitas vezes de sistematica quando se objetiva a analise da variabilidade genética
em microrganismos. A andlise de proteinas, por meio da eletroforese de isoenzimas

gue detecta diferentes alelos dos genes, dada a diferenca de mobilidade
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eletroforética, tem sido utilizada com sucesso no estudo da variabilidade genética
de populacbes de nematoides, mas possui baixa estabilidade nos estudos com
organismos menores como por exemplo os fungos (Alfenas et al., 1991,
Leuchtmann et al., 1992; Leuchtmann, 1994, Zervakis et al., 1994).

A possibilidade de se usar a técnica de eletroforese a fim de separar enzimas
e proteinas totais extraidas de microrganismos, objetivando a identificacdo de
fungos em nivel de espécies ou mesmo subespécies, esta hoje em desuso, sendo
estes marcadores substituidos por outros baseados no DNA (acido
desoxirribonucléico).

Estes marcadores tém sido utilizados com sucesso para identificar espécies
de fungos ou linhagens intraespecificas e racas fisiolégicas (Metzenberg, 1991;
Magnani et al., 2005; Nozaki et al., 2006; Tiago et al., 2011; Ismail et al., 2012;
Rodrigues et al., 2014). As técnicas baseadas nestes marcadores representam
diretamente a variacdo genética, ndo estando sujeitas as influéncias do ambiente,
nem sofrendo variacdes em funcéo do estagio de desenvolvimento do organismo

ou do tipo de tecido utilizado (Puterka et al., 1993).

3.5 Filogenética Molecular

Apo6s Charles Darwin propor o conceito de ancestralidade entre espécies, o
conceito de filogenia foi proposto e é de Darwin o primeiro diagrama publicado
representando similaridade entre espécies. Assim, as filogenias podem ser
definidas como a indicacdo das relacdes de ancestralidade supostas para um
conjunto de espécies (Miyaki et al., 2001).

Desde os tempos de Darwin, a reconstrucdo da histéria evolutiva dos
organismos e sua expressao em forma de arvore filogenética tem sido aspiracao
de muitos naturalistas. A proposta ideal seria a utilizacdo de registros fosseis,
porém os mesmo sdo fragmentados e incompletos, sendo utilizados métodos de
comparacao morfoldgica e fisioldgica. (Nei e Kumar, 2000).

A biologia molecular tem mudado essa situacao drasticamente. Uma vez que
todas as informacfes genéticas dos organismos estdo em moléculas de acido
nucleicos, podem-se estudar as relacdes evolutivas utilizando-se o DNA. Tanto as
sequéncias proteicas quanto de DNA sao usadas para inferéncia filogenética,

sendo as proteinas que abriram o caminho para essa metodologia com o
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sequenciamento da insulina em 1955, seguido vinte anos depois do
sequenciamento de DNA de um bacteriéfago, ambos por Sanger (Brown et al, 1955;
Sanger e Coulson, 1975).

As técnicas moleculares possuem varias vantagens em relacdo a
abordagem cléssica: a primeira consiste no fato de o DNA ser formado de quatro
nucleotideos apenas, assim como proteinas consistem em 20 aminoéacidos
diferentes, de modo que podem ser utilizados para comparar grupos diversos de
organismos; segundo, a evolucdo dessas moléculas segue um padrao mais ou
menos regular, 0 que permite a utilizacdo de modelos matematicos para formular
as mudancas e comparar organismos até pouco relacionados; e terceiro, 0s
genomas consistem em sequéncias longas de nucleotideos, que contém um
namero maior de informacdo filogenética em comparacdo aos caracteres
morfologicos (Nei e Kumar, 2000).

Filogenia molecular refere-se ao estudo das relagdes evolucionarias entre os
organismos pelo uso dos dados moleculares, como sequéncias de acidos nucleicos
e proteinas, ou outros marcadores moleculares (Lima, 2003). A I6gica da inferéncia
filogenética para caracteres moleculares e morfologicos é idéntica, mas os dois tém
propriedades, métodos e conceitos diferentes (Ridley, 2004).

Em qualquer tipo de filogenia o sistemata deve estar como preocupacao
primordial a homologia (Russo, 2001), ou seja, em uma analise filogenética deve-
se sempre utilizar caracteres homoélogos das espécies. A homologia € um carater
compartilhado por duas ou mais espécies que estava presente no ancestral comum
a elas (Hennig, 1966).

O termo homologia € utilizado erroneamente como sinénimo de similaridade.
Esta dltima pode ser quantificada, enquanto que a outra trata de um termo
gualitativo (Russo, 2001). Assim, em termos moleculares, a homologia ndo pode
ser medida, e sim deve ser hipotetizada, ja que concerne a uma histéria evolutiva
do carater em questéo (dois caracteres sdo homélogos se suas partes idénticas ou
semelhantes possuem origem comum). Dizer que caracteres apresentam 95% de
homologia ndo esta correto, e sim 95% de similaridade (Salemi e Vandamme,
2003).

Se um ancestral comum possui um estado diferente de um carater, entéao
esse carater nas espécies descendentes evoluiu independentemente, o que é

considerado uma homoplasia (Ridley, 2004). Para Hennig, a homologia deve ser
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aceita na auséncia de evidéncias do contrario, a “ndo homologia”. Como explica
Schuh (2000), todas as similaridades séo julgadas homadlogas inicialmente, e a ndo
homologia é detectada retrocedendo em diregdo ao mais recente ancestral; se a
analise apoiar uma condicdo de sinapomorfia (conjunto dos caracteres que,
surgindo ao longo da evolugcdo, mantém-se em diversos grupos taxonémicos
distintos), entdo € considerada uma homologia, se a condicdo derivada
compartilhada teve origem independente, um evento de nao homologia
(homoplasia) foi descoberto. Varios fatores podem ser reponséaveis pelo surgimento
das homoplasias. Nas evidéncias de DNA, podem surgir facilmente ao acaso, mas
com caracteres morfoldgicos é pouco provavel ser ao acaso. Nesse caso, a causa
mais importante € a evolugcao convergente, quando a mesma pressao seletiva
atuou em duas linhagens (Ridley, 2004).

Em biologia molecular, dois nucleotideos em sequéncias diferentes séo
homdlogos se, e somente se, as duas sequéncias adquiriram esse estado
diretamente de seu ancestral comum (Page e Holmes, 1998). Para a filogenia
molecular, a homologia por si s6 ndo é suficiente, pois dois processos podem gerar
genes homologos: a duplicacdo e a divergéncia génica. No caso de um evento de
duplicacdo génica, os genes sdo chamados paralogos. Se esses genes passarem
a ter historias evolutivas independentes a partir de um evento de especiacao, eles
sdo chamados ortologos. Dessa forma, para o estudo de eventos de duplicacao
génica em familias de genes, copias paralogas de uma Unica espécie devem ser
escolhidas; ja para reconstrucao filogenética de grupos taxonémicos, 0S genes
ortdlogos devem ser preferidos (Russo, 2001).

Quando duas sequéncias possuem caracteristicas idénticas em um sitio, ou
seja, o mesmo nucleotideo ou aminoacido, estas ndo sdo necessariamente
homélogas. Se esse carater ndo foi adquirido de um ancestral comum, caracteriza-
se como uma homoplasia, que seria resultado de evolucdo convergente. As
homologias podem ser muito dificeis de serem distinguidas das homoplasias,
especialmente no nivel molecular. Isso porque as sequéncias sdo compostas
unicamente por poucos simbolos (os quatro nucleotideos, por exemplo) em uma

ordem variante ao longo da sequéncia (Page e Holmes, 1998).
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4 TRABALHOS

4.1 FUNGOS ENDOFITICOS EM BROMELIAS DO PARQUE NACIONAL DA
RESTINGA DE JURUBATIBA, RJ

RESUMO

Ao longo da evolucéo, as plantas se adaptaram aos diferentes habitats terrestres e
desenvolveram a capacidade de interagir com diferentes espécies de seres vivos,
dentre os quais, destacam-se os fungos. Alguns destes, denominados enddfitos,
vivem colonizando internamente as plantas durante pelo menos uma parte do seu
ciclo de vida, sem causar doencas. No entanto, induzem alteracdes morfoldgicas,
fisiol6égicas e bioquimicas em seus hospedeiros, 0 que pode conferir as plantas
vantagens adaptativas, afetando seu desempenho, sob diferentes estresses
bidticos e abidticos. Fungos endofiticos de grande interesse biotecnolégico ou
cientifico tém sido isolados e estudados a partir de plantas em diferentes biomas
naturais. Restingas compreendem grande parte do litoral brasileiro e neste tipo de
bioma, praticamente nada se conhece sobre a diversidade de fungos endofiticos.
Objetivou-se neste trabalho identificar e descrever a diversidade de fungos
endofiticos cultivaveis associados a Bromeliaceae da restinga de Jurubatiba,
estado do Rio de Janeiro. Duas coletas foram realizadas no Parque Nacional de

Restingas de Jurubatiba (PNRJ), localizada na costa do estado de Rio de Janeiro.
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Amostras de folhas do terco superior de plantas sadias para o isolamento de fungos
endofiticos foram direcionadas as seguintes espécies de bromélias habitantes
desta restinga: Aechmea nudicaulis (L.) (coleta 1) e Bromelia antiacantha (coleta
2). As plantas foram coletadas de forma aleatoria, percorrendo-se toda a faixa de
restinga, de sul ao norte, visando-se cobrir toda a sua faixa mais representativa. No
laboratério, sob condicBes assépticas, efetuou-se procedimento de isolamento de
fungos endofiticos, os quais foram cultivados em meio de BDA (batata-dextrose-
agar) e mantidos pelos métodos de Castelani e em tubos com meio inclinado.
Efetuou-se a caracterizacdo morfolégica das culturas em meio BDA e das
estruturas reprodutivas dos fungos isolados, a partir de laminas em lactofenol, sob
microscépio Optico. Pode-se identificar os géneros fungicos: Aspergillus sp.,
Bipolaris sp., Curvularia sp., Monilia sp., Nigrospora sp., Penicillium sp.,
Pestalotiopsis sp., e Trichoderma sp. Isolados de Bipolaris sp., Curvularia sp. e
Monilia sp. foram encontrados nas duas espécies amostradas, embora em
percentuais distintos, conforme a espécie/coleta. Na espécie A. nudicaulis foram
encontrados também isolados de Bipolaris sp. e de Curvularia sp., 0s quais néo
foram encontrados em B. antiacantha. Nesta segunda espécie foi identificado um
isolado de Monilia sp., cuja morfologia aparenta se tratar de espécie incomum, a
ser identificada. Dentro de cada género, os isolados foram agrupados e
caracterizados em subtipos e, com base em levantamento bibliografico, os fungos
endofiticos encontrados poderao ser estudados para diferentes fins e identificados

em nivel de espécie.

Palavras-chave: Micobiota endofitica cultivavel, Bromeliaceae.

ABSTRACT

Throughout the evolution, the plants adapted to the different terrestrial habitats and
developed the capacity to interact with different species of living beings, among
which, the fungi stand out. Some of these, called endophytes, live by colonizing
plants internally for at least part of their life cycle without causing disease. However,
they induce morphological, physiological and biochemical changes in their hosts,
which can confer adaptive advantages on plants, affecting their performance, under

different biotic and abiotic stresses. Endophytic fungi of great biotech or scientific
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interest have been isolated and studied from plants in different natural biomes.
Restingas comprise a large part of the Brazilian coast and in this type of biome,
practically nothing is known about the diversity of endophytic fungi. The objective of
this work was to identify and describe the diversity of endophytic fungi associated
with Bromeliaceae from the restinga of Jurubatiba, state of Rio de Janeiro. Two
collections were carried out in the National Park of Restingas de Jurubatiba (PNRJ),
located on the coast of the state of Rio de Janeiro. Samples of leaves of the upper
third of healthy plants for the isolation of endophytic fungi were directed to the
following bromeliad species inhabiting this restinga: Aechmea nudicaulis (L.) Griseb
(collection 1) and Bromelia antiacantha Bertol (collection 2). The plants were
collected in a random manner, covering the entire range of restinga, from south to
north, aiming to cover all their most representative range. In the laboratory, under
aseptic conditions, an endophytic fungi isolation procedure was carried out, which
were cultivated in BDA (potato-dextrose-agar) medium and maintained by Castelani
methods and tubes with inclined medium. The morphological characterization of the
cultures in BDA medium and the reproductive structures of the isolated fungi were
carried out from slides in lactophenol under an optical microscope. It is possible to
identify the fungal genera: Aspergillus sp., Bipolaris sp., Curvularia sp., Monilia sp.,
Nigrospora sp., Penicillium sp., Pestalotiopsis sp., And Trichoderma sp. Isolates
from Bipolaris sp., Curvularia sp. and Monilia sp. Were found in the two species
sampled, although in different percentages, according to the species / collection. In
the A. nudicaulis species, isolates of Bipolaris sp. and Curvularia sp., Which were
not found in B. antiacantha. In this second species was identified an isolate of
Monilia sp., Whose morphology appears to be an unusual species, to be identified.
Within each genus, the isolates were grouped and characterized in subtypes and,
based on a bibliographical survey, the endophytic fungi found could be studied for
different purposes and identified at the species level, since they may be considered
of scientific-biotechnological interest. Will require specific studies, with the continuity

of the research.

Keywords: Endophitic fungi, Bromeliaceae
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui 9.200 km de extensdo de costa atlantica, sendo 5.000 km
ocupados por ecossistema de restinga, ocorrendo desde o Rio Grande do Sul até
o Amapa. Embora bastante extensa em comprimento, a largura da restinga varia
de poucos metros a varios quildbmetros, resultante de fendmenos relacionados a
variagdo do nivel do mar, as correntes maritimas, aos ventos fortes e aos processos
de retencdo de sedimentos (Rizzini, 1979). Esse ecossistema possui alta
diversidade fitofisiondmica, estando sob diversos tipos de influéncias bidticas e
abidticas (Arauvjo et al., 2004; Menezes e Araujo, 2005), ora com predominancia
herbacea ou arbustiva, ora florestal, estabelecidas por influéncia no nivel do lencol
freatico (Pereira, 2003).

Na diversidade vegetal das restinga, cujo quantitativo de familias botanicas
estd em torno de 159, até o momento (Flora do Brasil, 2017), as Bromélias estao
presentes nas mais diversas formacgdes vegetais do ecossistema (Gomes e Silva,
2013). Pertencentes a familia Bromeliaceae, ordem Poales, este grupo abrange
cerca de um terco das monocotiledéneas, num universo de aproximadamente
20.000 espécies de plantas, representando grande variabilidade de formas, sendo
em geral, plantas bem caracteristicas quanto a sua floracdo. Essas caracteristicas
sado conferidas as bromélias por possuirem diferentes habitats e, especialmente,
porque a natureza do substrato influencia no aspecto da planta, que pode variar
amplamente em tamanho e coloracdo das folhas, assim como na morfologia das
flores (Schuttz et al., 2012).

Em funcdo dessas variacbes, as bromélias desenvolveram, complexas
interacbes com outros vegetais, animais e microrganismos que Sao parciais ou
totalmente dependentes do microhabitat aquatico formado em suas rosetas
foliares. Além disso, ocorre uma gama impressionante de polinizadores,
consumidores de frutos e dispersores de sementes que também dependem das
bromélias (Kaehler et al., 2005), cujas interacbes sdo extremamente importantes
para que os individuos se alimentem, se abriguem e se desenvolvam por meio das
relacbes mutualisticas, como, por exemplo, aquelas envolvendo microrganismos
endofiticos (Del-Claro, 2012).

Os fungos endofiticos, dessa forma, sdo aqueles gue vivem no interior das

plantas, habitando a parte aérea, tais como os caules, ramos e folhas, sem causar,
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aparentemente, qualquer dano aos seus hospedeiros (Linakoski et al., 2011)
distinguindo-se dos fitopatogénicos e dos epifiticos, que causam doencas e que
vivem na superficie da parte aérea da planta, respectivamente.

Esses organismos tornaram-se objeto de estudo de diversas pesquisas a fim
de avaliar a ecologia, diversidade, fisiologia e adaptacdo da relacdo entre os
parceiros (Rakotoniriana et al., 2007; Bayat et al., 2009). O interesse em investigar
os fungos endofiticos reflete na natureza assintomética da interacdo com o
hospedeiro, comparada ao mutualismo, porém, essa classificacao é errdbnea devido
a heterogeneidade dessas interacfes (Schulz et al., 2005), por ainda ndo serem
bem compreendidas, uma vez que podem ser simbidticas, neutras ou antagénicas
(neste caso, estudadas pela fitopatologia) (Bae at al, 2009). Nas interacOes
simbidticas os microrganismos produzem ou induzem a producdo de metabdlitos
primarios e secundarios que podem conferir diversas vantagens a planta, tais como:
a diminuicdo da herbivoria e do ataque de insetos, o aumento da tolerancia a
estresses abioticos e o controle de outros microrganismos (Arnold et al., 2007;
Akello et al., 2007; Redman et al., 2002; Bae et al., 2009). Dentre os metabdlitos
gue podem ser induzidos pelos endofitos as fitoalexinas tem sido importantes pois
sdo substancias de baixo peso molecular que apresentam atividades
antimicrobianas, produzidas pelas plantas ante a acdo de microrganismos ou de
agentes estressantes (Bayat et al., 2009). Da parte dos fungos podem-se citar a
producdo de micotoxinas e metabdlitos secundarios que podem causar doencas
em humanos e outros animais (Hong et al., 2000; Rodrigues et al., 2003).

Dentro da planta, os microrganismos endofiticos se encontram na regiéo
definida como endosfera, se estabelecendo protegidos com vantagens
competitivas sobre os microrganismos presentes na rizosfera e filosfera. Além
disso, na endosfera, os endofitos séo favorecidos por condi¢des ideais de nutriente,
pH e umidade (Backmann et al., 2008; Linakoski et al., 2011).

Normalmente, mais de uma espécie de fungo endofitico pode ser obtida dos
mesmos tecidos de um unico hospedeiro. Entretanto, a preferéncia pelo local de
sua colonizacédo pode ser um reflexo do conteudo daquele tecido especifico, uma
vez que diferentes tecidos e 6rgdos vegetais podem representar microhabitats
distintos (Santos et al., 2003).

Como as informacdes sobre fungos endofiticos em bromélias sdo escassas

e muito menos aquelas relacionadas as espécies presentes no ecossistema de
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restinga, nosso trabalho teve como objetivo isolar, identificar e realizar manutencao
dos fungos endofiticos de duas espécies de bromélias comumente distribuida e
encontrada em &reas da restinga do Parque Nacional de Restinga de Jurubatiba,
RJ.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Area de coleta

Duas coletas de folhas de bromélias foram realizadas no Parque Nacional
de Restingas de Jurubatiba (PNRJ) (22°16'41 "S; 41°39'41"W), localizado na costa
norte do estado de Rio de Janeiro, Brasil (Figura 1). Segundo a classificacdo de
Alvarez (2013), o clima predominante na regido é do tipo tropical com inverno seco
(Aw) com uma temperatura media anual entre 22 °C e 24 °C. A média anual de
pluviosidade € de 1000 a 1300 mm. A area apresenta 14.922,39 hectares, 44 Km
de costa e 18 lagoas costeiras, onde oss pontos de coletas foram gerados
iniciando-se a partir do municipio de Macae, passando por Carapebus e finalizando
em Quissama. Na coleta das amostras, foram obtidas as folhas de bromélias de
vegetacdo de moitas em pleno sol, em uma faixa de vegetacdo apos a faixa de
areia que separa o mar do ecossistema aproximadamente de 2 em 2 km de
distancia umas das outras. Duas épocas para as coletas foram feitas, sendo a

primeira em julho de 2015 e a segunda em outubro de 2015.
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Figura 1. Localiza¢do do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba, no litoral norte do estado do
Rio de Janeiro, Brasil, de onde foram obtidas amostras de folhas de bromélias para isolamento de
fungos endofiticos. (FONSECA et al., 2015).

2.2 Coleta de material botanico

Amostras de folhas sadias das bromélias Aechmea nudicaulis e Bromelia
antiacantha, onde se encontraram maduras e em fase de floracdo, foram obtidas
para o isolamento de fungos endofiticos. Foram amostras folhas maduras e sadias
no terco superior da planta. Folhas manchadas, amarelecidas ou apresentando
sinais ou sintomas de senescéncia foram descartadas. Obtiveram-se 3
folhas/plantas em cerca de 30 pontos diferentes de coletas (moitas) para A.
nudicaulis e 10 pontos de coleta para B. antiacantha (Figura 2). Cada folha foi
acondicionada em sacola de papel, devidamente identificada e mantida em caixa
térmica com temperatura aproximadamente de 18 °C, até o processamento em

laboratério.
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2.3 Isolamento e preservacéao dos fungos

O isolamento foi realizado a partir das folhas que foram lavadas com
detergente neutro, sob agua corrente, para a retirada do excesso de impurezas e
da flora epifitica residente. Posteriormente, o material foi colocado sobre papel
toalha para a secagem do excesso de agua. Com auxilio de um furador de rolha
(1,3 cm de diametro) retiraram-se seis fragmentos do terco médio das folhas, os
guais foram imersos em alcool 70% (1 min.), hipoclorito de sddio 1,5% (1 min.),
alcool 70% (30 s) para retirar o excesso de hipoclorito e, triplice lavagem em agua
destilada estéril (Mussi-Dias et al., 2012). Todo o procedimento foi realizado sob
camara asseptica.

Os seis fragmentos, de cada folha, foram depositados em duas placas de
Petri contendo meio de cultura “BDA” (batata, dextrose e agar), acrescido de 0,2%
de extrato de levedura e Chloranphenicol (0,05g/L em 10 ml de alcool) (Freire e
Bezerra, 2001) modificado. As placas foram mantidas em camaras de crescimento
do tipo “BOD” a 28 °C, com fotoperiodo de 12 horas até o crescimento das colénias
fungicas. Quando necessario, de cada colénia crescida, foram feitas repicagens
para outras placas contendo meio de cultivo para purificacdo dos isolados. Apos
isolamento de cada isolado, os fungos foram mantidos pelos métodos de Castellani
e em tubos com meio inclinado (Alfenas e Mafia, 2007).
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2.4 ldentificagcado e caracterizagcao dos fungos

As observacdes das caracteristicas morfologicas e culturais de cada isolado
foram realizadas através de laminas, ao microscopio 6ptico, confeccionadas a partir
das estruturas reprodutivas obtidas das colbnias crescidas em BDA ou em
microcultura

A identificacdo dos fungos ao nivel género foi baseada em chaves
dicotdbmicas distintas para cada grupo taxonémico (Hanlin, 1996; Barnett e Hunter,
1998; Seifert et al., 2011). Posteriormente, procedeu-se a fotodocumentacédo das
laminas em microscoépico 6ptico (modelo Nikon i80) das estruturas dos fungos, com
auxilio do software “Imaging Software Nis-Elements”.

As colbdnias de isolados obtidos e identificados como sendo de mesmo
genéro foram cultivadas em placas de petri e agrupadas de acordo com as
semelhancas visuais de forma, crescimento, coloracdo e producdo de corpos de

frutificagdo ou conidiomas.

2.5 Analise dos dados

Foi realizado avaliacdo da frequéncia (percentuais) dos isolados
encontrados conforme género provavel identificado e para cada género, com base

na identificacdo morfologica previamente descrita.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das duas coletas realizadas no PNRJ, foram isolados representantes de 8
géneros fungicos, oriundos de 166 colbnias, a partir de 206 fragmentos de folhas
assintomaticas de bromeleaceae. Destas, cerca de 30 col6nias oriundas de
fragmentos assintomaticos foram consideradas como “fungos néao-identificados”
por ndo esporularem em meio de cultura.

Houve uma frequéncia diferenciada de isolados por espécie de
bromeleaceae. Na espécie Aechmea nudicaulis, o género mais abundante foi
Trichoderma (29,51%) e na espécie Bromelia antiacantha, Pestalotiopsis sp.

(44,64%) (Figura 3).
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Houve uma maior frequéncia de fungos na espécie 1, devido ao maior
ndmero de coletas na espécie. Na coleta 1, referente a espécie 1, 64% dos fungos
Isolados apresentaram estruturas reprodutivas em BDA e 36% foram de fungos que
nao esporularam in vitro.

Na coleta 2, referente a espécie 2, 88% das culturas obtidas apresentaram
estruturas reprodutivas e 12% néo esporularam in vitro. Com isso, indaga-se que
alguns dos fungos endofiticos possuem especificidade ao nicro e podem nao
esporular em meios de cultura ricos como o BDA. Além disso, observou-se que
alguns isolados tendem a perder a viabilidade muito rapidamente, quando
cultivados in vitro. Estudos testando outros meios de cultura ou técnicas de inducéo
de esporulacao sdo necessarios para identificacdo morfolégica destas culturas. Por
causa da diversidade de fungos endofiticos encontrados em plantas, a maioria dos
estudos tem focado mais na composicéo de espécies de fungos e seus padrdes de
distribuicdo do que nas relacdes e funcbes exercidas pelos endofitos em seus
hospedeiros (Arnold et al., 2003).

Arnold, et al (2003), conta que a composicdo de fungos associada a uma
mesma espécie vegetal ndo se altera muito quando as amostragens séo realizadas
em locais de coleta distantes. Entretanto, a frequéncia relativa das espécies de
fungos, mesmo entre plantas de mesma espécie, pode variar bastante de acordo
com o regime de chuvas de cada local, 0 método de isolamento dos enddfitos a

partir do hospedeiro e a idade dos 6rgéos vegetais utilizados.
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Figura 3 — Géneros de fungos endofiticos obtidos de bromeleaceas do Parque Nacional da
Restingas de Jurubatiba, RJ.

Quanto aos fungos obtidos de bromélias neste estudo, ndo ha relatos
anteriores sobre a interacéo desses géneros fungicos com as espécies estudadas,
visando elucidar o papel e a influéncia da micobiota endofita no estabelecimento e
na ecologia dessas plantas neste habitat. As bromélias abrigam uma grande
diversidade de organismos e, segundo Maki (2006), a estrutura de comunidades
endofiticas variam em funcdo do ambiente ao qual as plantas se encontram, bem
como, das oscilacbes de fatores abidticos, tais como, temperatura e regime de
chuvas. Contudo, a rigueza e a composicao de fungos endéfitos podem também
estar relacionadas as estacdes do ano em que se realizam as coletas (Assuncao,
2010).

Proferiu-se uma analise de dados agrupados dos isolados identificados e
pode-se constatar que embora alguns isolados tenham sido exclusivamente
encontrados em uma das duas espécies de bromélias, ndo se espera gue estes
sejam relacionadas a algumaespecificidade, o que somente podera ser confirmado
com ampliacdo dos estudos e novas coletas. Em Aechmea nudicaulis foram
exclusivos os géneros Bipolaris sp. e Curvularia sp., enquanto em Bromelia
antiacantha, o género Monilia sp. foi exclusivo na analise. Os demais géneros
identificados (Aspergillus sp., Penicillium sp., Pestalotiopsis sp., Trichoderma sp., e

Nigrospora sp.) foram encontrados em ambas bromélias, mas com diferentes
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frequéncias. Os demais isolados que foram caracterizados como “fungos néao-
identificados”, apresentaram o mesmo padrao cultural no isolamento e esses
fungos apresentaram-se constantes e bastante homogéneos (Figura 4). Na
auséncia de esporos, estudos de sequenciamento de genes ITS e outros deverao
possibilitar a identificacao destes isolados em nivel de espécie.

Nigrospora sp. IR

Fungos nao identificados KNS
Trichoderma sp.
Pestalotiopsis sp.
Curvularia sp.

Monilia sp.

Bipolaris sp.

Penicillium sp.

Aspergillus sp.
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

® Aechmea nudicaulis (L.) Griseb. Bromelia antiacantha Bertol

Figura 4 — Analise da similaridade e dominéncia dos géneros fungicos em espécies vegetais de
bromeleaceae coletadas no Parque Nacional de Restingas de Jurubatiba, RJ.

O estudo revelou que as bromélias A. nudicaulis e B. antiacantha
apresentaram uma baixa diversidade de fungos endofiticos cultivaveis. Estas
espécies botanicas apresentam cisternas maiores, que acumularam um maior
volume de agua e substratos vegetais propiciando assim, possivelmente condi¢des
favoraveis ao desenvolvimento de fungos conidiais endofiticos. Todavia, as
limitacGes metodoldgicas, meios de cultura testados, bem como a forma e
intensidade das amostragens efetuadas, restringiram possivelmente o isolamento

de maior gama de fungos cultivaveis.
3.1 Caracterizacado dos grupos de isolados endofiticos obtidos das bromélias
Dos fungos endofiticos isolados das duas espécies de bromélias coletadas

na restinga do PNRJ 08 géneros ocorreram em maior frequéncia e, sao

caracterizados como seguem:
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Género Aspergillus

Dois tipos de Aspergillus ocorreram como endofiticos de bromélias neste
estudo. Foram observadas colénias com conidios em massa pulverulenta de
coloracdo negra, caracteristicas da espécie do grupo Aspergillus niger e colénias
com coloracdo esverdeada, tipica de espécies do grupo Aspergillus flavus (Figura
5). Fungos do género Aspergillus sao constituidos por inUmeras espécies, sendo a
maioria, fungos hialinos que nao produzem pigmento melaninico nas suas hifas e
conidi6foros em cultura pura (Gibbons e Rokas, 2013). A caracteristica
microscopica que define este género é o seu conidiéforo semelhante a um
“aspergillum” ou asperge, um objeto utilizado pelo clero da Igreja Catolica para
aspergir agua benta durante uma parte da liturgia (Bennet, 2010; Gibbons e Rokas,
2013).

Este género comple-se das principais espécies de microrganismos
produtores de enzimas de interesse alimenticio, com utilidades, tais como a
clarificacéo de sucos de frutas (pectinases), fabricacdo de xaropes (amilases) e a
producédo do acido citrico. Sdo também descritos como produtores de micotoxinas
sendo, portanto, de interesse tanto econdmico quanto meédico (Sousa et al., 2004).

Espécies de Aspergillus sdo comuns no solo e em matéria organica em
decomposicdo, principalmente em regides de clima quente (Ribeiro, 2009),
podendo se saprébias e cosmopolitas apresentam facil disseminacéo, além de
causarem deterioracdo em graos e sementes (Cirio e Lima, 2003), afetando a
producédo agricola. As aflatoxinas produzidas por algumas espécies desse género
sdo altamente téxicas e carcinogénicas para homens e animais (Sessegolo et al.,
2011). Em algumas espécies vegetais o isolamento de Aspergillus sp. como fungo
endofitico em folhas ja foi relatado, tais como em llex paraguariensis (Pimentel et
al., 2006) e em Eremanthus erythropappus (Magalhées et al., 2008).

Muitas espécies de Aspergillus, tem sido relacionada a habilidade na
solubilizacdo de diferentes fontes de fosfato, associados a producdo de acidos
organicos (Chuang et al., 2007) podendo constituir em alternativa para reduzir
custos de producao e estabelecer a sustentabilidade do sistema agricola (Vassilev
et al., 2006).

Entre as espécies desse género, A. niger tem sido bastante estudado por

sua habilidade em produzir acidos organicos, principalmente o &cido citrico
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(Bizukojc e Ledakowicz, 2004). InUmeros mecanismos tém sido propostos, com
relacdo a sua regulacao e sintese, sendo a produc¢éo deste acido influenciada pelo
pH do meio, pelas fontes de carbono (C), nitrogénio (N), fosforo (P) e
micronutrientes (Papagianni et al., 2005).

A obtencao de isolados oriundos de novas fontes, ainda pouco exploradas,
como € o caso de bromélias adaptadas as restingas pode contribuir na
bioprospeccdo de espécies novas, ainda ndo descritas, bem como isolados

promissores para serem utilizados em beneficio do homem.

Figura 5 - Aspergillus endofiticos obtidos de bromélias do Parque Nacional da Restinga de
Jurubatiba, RJ. Colénias de Aspergillus niger (A) e Aspergillus flavus (B). Conidi6foros, vesicula
fildlides e conidios caracteristicos de cada espécie (C e D), respectivamente. (10 um e 20 um)

Género Bipolaris

Dos isolamentos realizados a partir de folhas de bromélias sé houve a
ocorréncia de um tipo de Bipolaris sp. (Figura 6). Ndo ha relatos na literatura, até o
momento, deste género como um endofito em bromeliaceas.

Espécies de Bipolaris sdo taxonomicamente relacionadas a espécies de
Drechslera, Exserohilum e Curvularia, grupo que abriga importantes patdégenos de
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plantas e saprofitos (Pratt, 2006). Em sua fase sexual, tanto Bipolaris spp. quanto
Curvularia spp. sé@o hoje tratados como teleomérfos de Cochliobollus (Manamgoda
et al., 2012).

O isolado de Bipolaris obtido apresentou colénias com aparéncia aveludada
e conidios levemente curvos, fusiformes e elipsoidais, arredondados no apice, e
com conidioforos ndo ramificados. Ha, no entanto, possibilidade de o fungo ser
reclassificado, uma vez que iniUmeras isoformas de Bipolaris sdo hoje consideradas
Curvularia, com base em analise filogenética de sequéncias de DNA e, a distin¢ao
de Bipolaris e Curvularia como formas ndo parasiticas é imprecisa com base
apenas na morfologia de conidioforos e conidios (Manangoda et al, 2012).

Este fungo foi capaz de produzir pigmentos amarelo-alaranjados, em meio
de cultura, que apresentam dois tipos de estruturas, a antraquindnica e 0s
derivados de xantona. Espécies de Bipolaris sp. tém sido utilizadas na
biorremediacdo da poluicdo por 6leo cru no Kuwaiti, devido a sua capacidade de
crescer e degradar o hidrocarboneto em meios com altas concentragdes de NacCl
(+10%) e em altas temperaturas (Obuekwe et al., 2005). Algumas espécies também
tém sido estudas e apresentando bons resultados como micoherbicida para o

controle ervas daninhas (Evidente et al., 2005).

Figura 6 -
Jurubatiba, RJ. Aspecto da colénia do fungo cultivado em meio de cultura (A). Conidi6foro e conidios
(B e C). Barras = 20 um

Estudos com extratos produzidos por Bipolaris tem sido realizado no controle
do crescimento celular. De 186 extratos de fungos endofiticos, de diversos géneros,
isolados da planta Smallanthus sonchifolius, cerca de 12% apresentaram

moderada ou alta atividade citotéxica contra células tumorais e foram considerados
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promissoras fontes de compostos anticancerigenos. Dentre estes fungos, Bipolaris
chamou a atenc¢ao, pois seu extrato foi capaz de inibir o crescimento celular (Gallo
et al., 2009).

Espécies do complexo Bipolaris normalmente podem causar lesdes foliares
necroticas, provocando a morte dos tecidos em varias gramineas, como por
exemplo, a mancha de Bipolaris, importante doenca foliar da cultura do milho
(Trigiano et al., 2010). Estudos de patogenicidade com isolados endofiticos séo

recomendados.

Género Curvularia

Um anico isolado Curvularia foi obtido a partir de folhas de A. nudicaulis. Este
género é caracterizado como um fungo filamentoso dematiaceo (Figura 7). E
considerado como saprofita do solo. As caracteristicas da colonia se apresentam
como sendo de crescimento rapido, preenchendo toda a placa em menos de uma
semana, coloracéo inicialmente verde escura, tornando-se preto-acinzentada com
reverso da placa preto e, textura lanosa (Lima, 2010).

Fungos do género Curvularia sdo frequentemente encontrados como
saprobios, fitopatogenos ou endéfitos em diferentes substratos vegetais, (Ferreira,
2010; Lima e Furtado, 2007). Como fitopatdbgenos causam manchas em culturas de
grande importancia como trigo, milho, arroz, sorgo, cevada, aveia e centeio
(FERREIRA, 2010). Tem sido encontrado associado a manchas foliares e
endofiticamente em diversas espécies de Heliconia (Lins e Coelho, 2004; Costa,
2007; Sobrinho, 2008; Santos et al., 2009), como C. lunata isolada de H. chartacea
cv. Sex Pink, bem como de folhas de Musa (Assuncao, 2010) e de Vitis lambrusca
(Lima, 2010).



48

< S / f —
Figura 7 - Colbnia de Curvularia sp., endofitica de bromélias do Parque Nacional da Restinga de
Jurubatiba, RJ. a) aspecto lanoso do micélio quando cultivado em placa de Petri contendo meio
BDA; b e c) conidios e conidiéforos Barras = 20 um e 10 um

Este género abriga mais de 40 espécies (Watanabe, 2010) e ainda nao se
conhece papel biotecnoldgico para estas espécies, embora C. geniculata tenha
demonstrado atividade positiva na supressdo de organismos patogénicos e
Curvularia lunata na producéo de enzimas do sistema lignolitico e biossurfactante
(Chomcheon et al., 2010).

Género Monilia.

Em meio de cultura, o fungo cresce rapido produzindo conidios hialinos que
variam conforme a temperatura e o hospedeiro. A coloracdo da colbnia vai de
branca a alaranjada com margem inteira, micélio aéreo inicialmente escasso e
posteriormente zonado concéntrico.

Das bromélias do PNRJ foi obtido um isolado de Monilia, a partir da espécie

B. antiacantha (Figura 8).
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Figura 8 - Colbénia de Monilia sp. endofitica de bromélias do Parque Nacional da Restinga de
Jurubatiba, RJ. (a) aspecto do crescimento em placa de Petri contendo meio BDA; b) conidios e
conidi6foro. Barra = 20 um

Género Penicillium

O género Penicillium, isolado de folhas de bromélias, apresentou dois
padrées quanto a morfologia das col6nias, porém em analises microscopicas, ndo
foram diferentes entre si. Em bromeleaceae, ndo ha relatos de interacbes
endofiticas envolvendo o fungo Penicillium, a ndo ser como fitopatégeno de frutos
de abacaxi (Verzignassi et al, 2009). Todos os isolados obtidos apresentaram
coloracéo esverdeada, caracteristica da cultura em meio BDA.

Os fungos do género Penicillium comporta inUmeras espécies e Ssao
filamentosos com hifas septadas e hialinas. As diferentes espécies apresentam um
crescimento rapido em meio de cultura devendo ser incubadas a temperatura
adequada ao local de origem ou da infeccdo. Em microscopico a estrutura geral do
conidioéforo é especifica e identifica o género (Figura 9). O fungo Penicillium sp., €
conhecido como o fungo dos bolores cuja coloracdo verde ou azul é uma
caracteristica especifica deste género.

Este fungo possui grande importancia, sendo utilizado como organismo
modelo em diversos estudos de pesquisa basica e pesquisa aplicada, por exemplo,
controle bioldgico, secrecdo de metabdlitos secundarios, fonte de novos farmacos
para industria farmacéutica, fonte de enzimas de interesse industrial, entre outros
(Wang et al., 2008). Tem sido frequentemente isolado como endofitico em tecidos
de diversas plantas, sendo que o seu papel nesta condicdo estd associado
intrinsecamente ao hospedeiro e as condi¢cdes ambientais envolvidas (Cao et al.,
2002).

Espécies de Penicillium vem sendo citadas como enddfitos produtores de
metabdlitos secundarios bioativos e com potencial de aplicacdo na industria
farmacéutica e quimica, tais como esteroides produzidos por Penicillium sp.,
enddfito de Melia azedarach (Marinho et al., 2009). Wang et al. (2008) descreveram
a atividade de metabdlitos secundarios de Penicillium sp. isolado das folhas de
Hopea hainanensis, relatando a acdo destes contra Candida albicans, C. krusei e

A. niger.
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Figura 9 - Coldnia de Penicillium endofiticas de bromélias do Parque Nacional da Restinga de
Jurubatiba, RJ. (A, B) organizacdo da colénia do fungo em placa de Petri contendo meio BDA,;
deposigdo do género Penicillium em microscopio optico, com detalhe da organizagdo dos conidios
e conidiéforo (C e D). Barras = 20 pm

Estudos relatam a grande frequéncia desse género habitando internamente
tecidos de cana-de-agucar, assim como a rizosfera (Stuart, 2006; Mendes, 2008;
Favaro, 2009; Romao, 2010), folhas e raizes de Musa acuminata (Cao et al., 2002),
de folhas, raizes e frutos de Melia azedarach (Santos et al., 2003) e em café (Coffea
arabica, C. congensis, C. dewevrei e C. liberica), os quais foram caracterizados
como P. brevicompactum, P. brocae, P. cecidicola, P. citrinum, P. coffeae, P.
crustosum, P. janthinellum, P. olsonii, P. oxalicum, P. sclerotiorum e P. steckii (Vega
et al., 2008)

Narloch et al. (2002) estudaram o efeito dos fungos solubilizadores de fosfato

Penicillium sp. e Aspergillus sp. associados em diferentes doses de fosfato na
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producdo da matéria seca e na absorcéo de fésforo pela cultura do rabanete. De
acordo com os autores os isolados diferiram quanto capacidade de promover a
producdo de matéria seca, dependendo da dose de fésforo aplicada. Plantas
submetidas a inoculagdo de Penicillium sp. com 17,5 mg kg de P apresentaram
producdo de matéria seca equivalente as obtidas por plantas com até 70,0 mg de

P por kg de solo, sem inoculagéo.

Género Pestalotiopsis

Culturas de Pestalotiopsis foram as mais abundantes a partir de B.
antiacantha, mostrando frequéncia de 44,64% dos isolados identificados. Este
género apresentou cerca de 6 (seis) grupos morfoldgicos distintos, com disposi¢des
regulares e irregulares de conidiomas (Figura 10).

Apesar do reconhecimento da importancia crescente do género
Pestalotiopsis, a identificacdo de isolados em nivel de espécie ainda € muito
complexa. Caracteristicas consideradas relevantes em chaves baseadas
exclusivamente na morfologia nem sempre combinam com a posi¢cdo taxondémica
de isolados obtida por meio de dados de sequenciamento de DNA. Liu et al. (2010)
conseguiram associar a caracteristica morfoldgica, pigmentacdo das células
medianas do conidio com relacdes filogenéticas inferidas por sequéncias de DNA

de regides ITS e do gene da B- tubulina.
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Figura 10 — Pestalotiopsis sp. endofiticas de bromélias do Parque Nacional da Restinga de
Jurubatiba, RJ. (A, B, C, D) VariagBes morfologicas de coldnias de Pestalotiopsis sp. em meio BDA,
em coldnias com 7 dias de crescimento; (E — P) conidios apresentando 2 apéndices basais, 3
apéndices basais, 4 apéndices basais e um apical Barras = 20 um

Espécies do género Pestalotiopsis podem ser encontradas como endofiticas,
saprébias e fitopatégenos (Kruschewsky, 2010). Sdo de ocorréncia comum em
Anacardium occidentale (Kimati et al., 1997)., Eucalyptus spp., Ananas lucidus
(Barguil et al, 2008), Caryota mitis (Pessoa et al., 2008), Licuala grandis, Rhapis
excelsa, Heliconia rostrata, H. psittacorum, H. psittacorum cv. Golden Torch,
Etlingera elatior, H. psittacorum, H. rostrata, Heliconia sp., H. bihai cv. Chocolate,
H.latispatha, H. orthotricha cv. She, H. orthotricha cv. Total Eclipse, Vigna
unguiculata (Rodrigues; Menezes, 2002; Sologuren; Juliatti, 2007; Castro, 2007,
Kruschewsky, 2010). Pestalotiopsis microspora, P. maculans e Pestalotiopsis sp.
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sdo endofiticas em raizes de Vellozia compacta (Rodrigues, 2010), folhas de Musa
spp. (Assuncgao, 2010), Vitis labrusca (Lima, 2010) e Pinus taeda (Pimentel et al.,
2010).

Pestalotiopsis spp, podem ser um grupo de fungos com um grande potencial
biotecnoldgico devido a producdo de alguns metabdlitos secundarios, entre eles o
taxol. Hao et al. (2007) avaliaram a producao de lacase por Pestalotiopsis alterando
a composicao do meio de cultivo, variando as fontes e concentracdes de carbono
e nitrogénio. A influéncia de diferentes indutores e inibidores da producéo de lacase
também foram examinados. Segundo os autores, Pestalotiopsis sp. € um produtor
da enzima lacase, com grande potencial de uso industrial. O potencial sintético dos
fungos é bastante conhecido, pois produzem enzimas que possuem larga aplicacdo
industrial. Devido a capacidade de catalisar a oxidacdo de fendis e outros
compostos aromaticos, e por apresentarem baixa especificidade por substratos, as
lacases tém sido utilizadas em diversos processos, como remocéo de lignina de
polpas kraft em industrias de papel e celulose, remocéo de xenobiodticos de cursos
d'agua, analise de drogas, remocédo de compostos fendlicos de vinho, clarificacédo
de corantes e efluentes, entre muitos outros (Baldrian & Gabriel, 2002).

Espécies de Pestalotiopsis ja foram descritas como enddéfitos em varias
plantas, mas para poucas gimnospermas. Wei & Xu (2007) descreveram a
ocorréncia de cancro provocado por P. funerea em gimnospermas adultas de
Cupressocyparis leylandii na Italia; Yang et al. (2011) isolaram P. photiniae da
gimnosperma chinesa Podocarpus macrophyllus. Entretanto, alguns estudos
demonstraram a presenca de espécies de Pestalotiopsis como fitopatdogenos.
Gangadevi & Muthumary (2009) caracterizaram isolados de Pestalotiopsis capazes

de causar apodrecimento das folhas e caules de Camellia sinensis no sul da india.

Género Nigrospora

O género Nigrospora, identificado neste trabalho, apresentou poucas
variac6es morfoculturas, apresentando 4 diferenciacdes na disposicdo micelial em
meio BDA (Figura 11). Com base nisso, o género Nigrospora encontrado nesse

trabalho, ndo se pode subestimar a capacidade dos mesmos como patdégenos em
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algum momento ou fase de desenvolvimento da cultura, uma vez que ainda ndo ha
dados suficientes que comprove a sua estrita relacao endofitica.

A maioria das espécies de Nigrospora possui habito saprébio, no entanto,
associam este fungo com a podriddo das macas do algodoeiro (Gossypium spp.),
a podriddo no colmo do milho (Zea mays) e do arroz (Oryza sativa). Nigrospora
oryzae foi isolada de folhas de H. bihai no DF (Costa, 2007), de Rosa hybrida
(Salazar; Garcia, 2005), Annona squamosa (Silva, 2006), Leucaena leucocephala
(Mendes et. al., 2009), Musa spp. (Assuncao, 2010) e Vitis labrusca (Lima, 2010).

Figura 11 — Nigrospora sp. endofiticas de bromélias do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba,
RJ. (A - D) Variacdes nas coldnias de Nigrospora sp. isolados de bromélias e organizacao da colonia
do fungo em placa de Petri contendo meio BDA; (E - H) deposicdo do género Nigrospora em
microscopio 6ptico, com detalhe da organizagao dos conidios e conidioforo. Barras = 20 um

Género Trichoderma spp.

Os caracteres biologicos do género Trichoderma sp. sdo sapréfitas, muitas
vezes no solo ou em madeira, algumas espécies relatadas como parasitas de
outros fungos. Usado na producédo de antibidticos, enzimas e agentes de controle
biologico (Figura 12).

Os isolados de Trichoderma sp. apresentaram pouca diferenciagéo cultural,
embora diferiram quanto a aparéncia das coldnias e seu desenvolvimento em meio

de cultura.
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Fungos do género Trichoderma tem sido isolado de solos e também como
endofitico, porém com menor frequéncia. Rela¢cdes antagbnicas entre enddfitos e
fitopatdgenos, ja foram verificadas em outros trabalhos. O antagonismo entre o
fungo endofitico Trichoderma harzianum e o fungo fitopatogénico Alternaria
alternata foi avaliado sob diferentes condicbes ambientais de temperatura e
atividade de &gua por Sempere e Santamarina (2007). Na analise microscopica 0s
autores verificaram que T. harzianum compete por espaco e nutrientes, realizando
antagonismo com A. alternata e diminuindo seu crescimento, sendo um grande
candidato ao biocontrole deste patégeno. Martins-Corder e Melo (1998), analisando
a capacidade de isolados de Trichoderma spp. em controlar o fitopatdgeno da
berinjela Verticillium dahliae, verificaram que dentre os 47 isolados de Trichoderma
spp. testados pelo antagonismo em placa, pelo menos 10 obtiveram alto indice de
antagonismo, sendo que a maioria colonizou e produziu esporos em abundéancia
sobre as colonias de V. dahliae, indicando grande capacidade de antagonismo.

Stolf (2006) avaliou o efeito de fungos endofiticos correspondente a um
isolado de Trichoderma atroviride e uma cepa ndo patogénica de Fusarium
oxysporum sobre o biocontrole de Radopholus similis e seu efeito sobre a
promocao de crescimento em mudas de bananeira micropropagadas do cultivar
“Williams”. O experimento foi avaliado seis semanas depois da inoculacdo com
nematoides. Verificou-se que Trichoderma apresentou melhor biocontrole que
Fusarium. Porém, tanto para Fusarium como para Trichoderma, o melhor efeito de
biocontrole foi obtido com trés re-inoculacdes, correspondendo a 69% e 80% de
biocontrole respectivamente. Em relacéo as variaveis de crescimento observou-se

gue nenhum fungo afetou o crescimento das plantas.

Algumas linhagens de Trichoderma sao utilizadas no controle de
fitopatdgenos e na promocao de crescimento vegetal devido a sua versatilidade de
acao, como parasitismo, antibiose e competicao, além de atuarem como indutores
de resisténcia das plantas contra doencas. Essas caracteristicas tornam
Trichoderma um dos fungos mais pesquisados em condi¢des de laboratério, casa
de vegetacao, no Brasil, estufa em Portugal, e campo (Louzada et al., 2009; Hoyos-
Carvajal, Orduz, e Bissett, 2009).

As espécies de Trichoderma sdo as mais utilizadas no controle de

fitopatdgenos por serem encontradas em uma vasta diversidade de ambientes,
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devido a facilidade de serem cultivadas e observadas, ao rapido crescimento em
um grande namero de substratos e ao fato de ndo serem patogénicas para plantas
superiores. Apresentam-se capazes de inibir fitopatdgenos através de competicéo,
parasitismo direto, producdo de metabdlitos secundarios e micoparasitismo de
estruturas de resisténcia de patdgenos, como esclerddios, esporos e
clamidésporos, que em geral sao dificeis de serem destruidos. Pesquisas mostram
gue isolados de Trichoderma reduzem a viabilidade de esclerédios de Rhizoctonia
solani. Dentre os antagonistas de fungos fitopatogénicos usados no biocontrole,
cerca de 90% tém sido realizados com diferentes isolados pertencentes a este
género (Benitez et al., 2004; Kunieda-Alonso, Alfenas e Maffia, 2005).

A aplicagcéo de Trichoderma tem proporcionado aumentos significativos na
percentagem e na precocidade de germinacao, no peso seco e na altura de plantas,
além de estimular o desenvolvimento das raizes laterais (Contreras-Cornejo et al.,
2009). Eles séo capazes de atuar como bioestimulantes do crescimento radicular,
promovendo o desenvolvimento de raizes através de fitohormbnios e assim,
melhorar a assimilacao de nutrientes, aumentando a resisténcia diante de fatores
bidticos nao favoraveis, além de degradar fontes de nutrientes que serao
importantes para o desenvolvimento do vegetal (Harman et al., 2004).

Filho et al. (2008), observaram producdo de acido indolacético (AIA) em
isolados de Trichoderma spp.. De acordo com os resultados obtidos, nos isolados
CEN 209 e CEN 500, a producédo desse horménio foi detectada em baixos niveis.
No entanto, o isolado CEN 262 revelou niveis consideravelmente superiores em
relacdo aos demais isolados estudados. A concentracdo elevada de AlA verificada
nas analises do isolado CEN 262 foram compativeis com os valores obtidos nos
experimentos relativos ao desenvolvimento de miniestacas de eucalipto clonal, que
atingiu aumento de 137%, 145% e 43% da parte aérea, raiz e altura das plantas,
respectivamente, comparados a testemunha. Segundo os autores, outros fatores
também podem estar envolvidos na promocéao de crescimento como solubilizacdo
de nutrientes e controle de microrganismos deletérios de raizes.

Hoyos-Carvajal et al. (2009), avaliaram a producdo de metabdlitos de 101
isolados de Trichoderma spp. na Colémbia. Vinte por cento das cepas foram
capazes de produzir formas sollveis de fosfato de rocha fosfatica, 8% das amostras
avaliadas mostraram capacidade de produzir sider6foros consistentes para

converter ferro a formas solaveis, 60% produziram acido indol-3-acético (IAA) ou
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analogos a auxina. A producao destes metabdlitos é uma caracteristica de cepas
especificas, assim, variou muito entre as espécies. Além disso, nem todas as
substancias produzidas se correlacionaram com o aumento do crescimento de
mudas de feijdo, sendo que, sete isolados aumentaram significativamente o
crescimento das mudas. Portanto, o potencial biotecnolégico dos isolados obtidos

no presente estudo devera ser investigado com a continuidade da pesquisa.

Figura 12— Trichoderma sp. endofiticas de bromélias do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba,
RJ. (A — D) Coldnia de Trichoderma isolados de bromélias e organizagdo da coldnia do fungo em
placa de Petri contendo meio BDA; (E — H) deposicdo do género Trichoderma em microscépio
optico, com detalhe da organizagao dos conidios e conidiéforo. Estéa faltando as barras = 20 um

Muitos fungos endofitos sdo considerados benéficos as plantas, pois,
guando presentes em determinadas fases do ciclo de vida da planta contribuem
para o aumento da tolerancia a estresses abidticos e na promocédo do crescimento,
uma vez que microrganismos enddfitos podem atuar inibindo os patégenos por
competicdo por nutrientes, parasitismo direto e pela producdo de metabdlitos
(Grigoletti Jr et al., 2000), estimulando a planta a produzir fitorménios, toxinas e
substancias promotoras de crescimento que estdo relacionadas ao escape ou a
resisténcia a fitopatbgenos (Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006; Azevedo &
Araujo, 2007).
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CONSIDERACOES FINAIS

Foram possiveis o isolamento e a identificacdo de 164 isolados, pertencentes os
géneros: Aspergillus sp., Bipolaris sp., Curvularia sp, Monilia sp., Nigrospora sp.,
Penicillium sp., Pestalotiopsis sp., e Trichoderma sp. Houve diferencas nas
frequéncias das colbnias e isolados obtidos para os géneros fungicos dentre
espécies e coletas. Na espécie A. nudicaulis foram exclusivos os géneros Bipolaris
sp. e Curvularia sp., enquanto que na espécie B. antiacantha, o género Monilia sp.
Os demais géneros foram encontrados em ambas hospedeiras estudadas, mas
com diferentes frequéncias. 21% isolados que n&o produziram esporos em cultura
pura, foram caracterizados, mas nao-identificados em nivel de género, o que
requerera estudos adicionais, com marcadores moleculares. Todavia, acredita-se
se tratar de um ou poucas espécies de um mesmo género, ja as colonias obtidas
foram homogéneas quanto ao padrdo morfologico. Em associacdes com bromélias
de restinga, ainda ndo ha relato publicado sobre a interacdo desses fungos
identificados e espécies de bromélias. A bibliografia aponta que dentre os fungos
caracterizados, ha possiblidade de se explorar seu potencial biotecnolégico para
diferentes fins, tais como: producdo de metabdlitos secundarios e farmacos
(Pestalogiopsis spp.), solubilizacdo de fosfatos, como indutores de resisténcia a
doencas e no controle biolégico, na producéo de enzimas de interesses industriais.
Visto isso, com os isolados com potencial biotecnolégico em cada género, espera-
se avancar na identificacdo especifica dos isolados de interesse, mediante
aprofundamento dos estudos morfolégicos e com base em marcadores

moleculares (DNA).
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4.2 IDENTIFICACAO E SELECAO DE Trichoderma spp. ENDOFITICOS DE
BROMELIAS COMO AGENTES DE BIOCONTROLE

RESUMO

Uma das doencas fungicas de grande importancia que ataca a cultura do
abacaxizeiro € a gomose, causado pelo fungo Fusarium guttiforme. A utilizacéo do
Trichoderma spp, que sao fungos habitantes do solo e de ocorréncia natural na
forma endofitica em bromélias, ainda n&o foi estudada visando o biocontrole da
gomose do abacaxizeiro. O trabalho objetivou identificar espécies de Trichoderma
endofiticos de bromélias em Restinga e avaliar o antagonismo in vitro e in vivo a
Fusarium guttiforme, agente etioldgico da gomose do abacaxi. Foram avaliados 5
isolados de Trichoderma mantidos na micoteca da Clinica Fitossanitaria da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (CF/UENF440,
CF/UENF441, CF/UENF442, CF/UENF443 CF/UENF444). Um isolado de F.
guttiforme patogénico ao abacaxizeiro também foi obtido da mesma colecdo. Para
identificacdo especifica dos isolados de Trichoderma, efetuou-se a extracdo do
DNA e o sequenciamento dos genes ITS. Procedeu-se a andlise filogenética e os
isolados endofiticos de bromélias foram agrupados na secdo Longibrachiatum e,
com baixa homologia dentre as espécies conhecidas, podendo tratar-se, portanto,
de nova espécie, 0 que ainda serd confirmado com a obtencdo de novas
sequéncias de genes especificos. Foram realizados testes de antibiose in vitro para
avaliacdo e selecéo dos isolados antagonistas (antagonismo em cultivo pareado,

efeito inibitério de compostos volateis, ndo volateis e ndo volateis termoestaveis) e
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avaliou-se o tratamento biolégico de frutos de abacaxi com ferimentos, visando-se
avaliar o biocontrole da gomose em pés-colheita. O isolado CF/UENF440 se
mostrou como um potencial agente de biocontrole in vitro de F. guttiforme, pois
demonstrou forte antibiose em co-cultivo meio de cultura, tanto para compostos
nado-volateis quanto para nao-volateis termoestaveis, diferindo significativamente
dos demais isolados testados e do controle. Na avaliagao do biocontrole in vivo em
frutos de abacaxi com ferimentos, os isolados de Trichoderma testados nao
apresentaram significativo efeito protetor no biocontrole da gomose em frutos na

pos-colheita.

Palavras-chave: Antibiose, biocontrole.

ABSTRACT

One of the major fungal diseases of the pineapple crop is fusariosis disease, caused
by the fungus Fusarium guttiforme. On this work, Trichoderma, naturally occurring
as endophytic forms in Bromeliaceae, were characterized by molecular DNA
sequencing (ITS) and were evaluated for in vitro and in vivo antagonism against one
isolate of Fusarium gutifforme, the etiological agent of pineapple fusariosis. Five
Trichoderma isolates maintained in the Phytosanitary Clinic of the State University
of North Fluminense Darcy Ribeiro (CF/UENF440, CF/UENF441, CF/UENF442,
CF/UENF443 CF/UENF444) were used, as weel as one F. guttiforme isolate,
pathogenic to pineapple. The identification of Trichoderma spp. were performed by
DNA sequencing and phylogenetic analysis of the ITS gene. The Trichoderma
isolates from Bromeliaceae were robusted grouped in the Longibrachiatum section
in a new putative species, which need to be confirmed by pending additional gene
sequencing analyses. In vitro antibiosis tests were then carried out to select the F.
guttiforme antagonist isolates (antagonism in matched culture, inhibitory effect of
volatile, non-volatile and non-volatile thermostable compounds) and post harvest
inoculation on wounded pineapple fruits pre-treated with Trichoderma isolates were
performed. In the antibiosis tests in paired cultures the CF/UENF440 isolate was
shown to be a potential for in vitro biocontrol of the pathogen, even for non-volatible
and termo-stable compounds tests. For the evaluation of the inhibitory effect by
volatile metabolites, no isolates CF/UENF441, CF/UENF442, CF/UENF443,
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CF/UENF444 showed significant difference in inhibition of growth of the pathogen.
In the evaluation of the in vivo biocontrol in pineapple fruits, the Trichoderma isolates
had no effect in relation to controls. Additional studies by inoculation on seedlings
and during flowering are needed to evaluate the bioprotection for control of
pineapple fusariosis by in vitro selected Trichoderma isolates.

Keywords: Antibiosis, biological control

1. INTRODUCAO

O abacaxi (Ananas comosus (L) Merril var. comosus Coppens e Leal)
pertencente a familia Bromeliaceae € originario da Ameérica do Sul e é frutifera de
clima tropical e subtropical com grande importancia econdémica e social em mais de
70 paises (Franca-Santos et al., 2009). Um dos fatores que mais interferem na
produtividade desta fruteira é a presenca de microrganismos causadores de
doenca, como os fungos que afetam diretamente no desenvolvimento, na qualidade
e na produtividade de frutos desta cultura (Granada et al., 2004). No Brasil, a
fusariose, doenca causada pelo fungo Fusarium guttiforme Nirenberg e O‘Donnell
(sin. Fusarium subglutinans f. sp ananas) € considerada como a doenca chave do
abacaxizeiro (Aquije et al., 2010), e a principal cultivar plantada € a Pérola e em
seguida a Smooth Cayenne. Ambas suscetiveis a fusariose (Cunha et al., 1999).

A incidéncia desta doenca pode ser minimizada por meio de controles
culturais como a utilizacdo de material sadio, inspecdo frequente do plantio,
remocao de plantas infectadas e evitar producdo em época favoravel a incidéncia
da doenca (Ventura & Costa, 2002). O controle quimico permite a producdo em
épocas favoraveis a doencga, mas dentre todos os métodos existentes, o plantio de
variedades resistentes ainda é o método mais econdémico e eficiente para controlar
esta doenca (Cabral, 2003).

De maneira geral o controle da fusariose se fundamenta na integracéo de
diversas praticas culturais, entre elas a aplicacdo de defensivos agricolas durante
o desenvolvimento das inflorescéncias. A respeito das intervencdes de controle, a
fusariose continua causando perdas varidveis na producao de frutos e o biocontrole
entra como uma estratégia para reduzir a agressividade do agente patogénico.

Dentre 0s muitos agentes potenciais de biocontrole, o fungo Trichoderma sp. tem
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sido um dos mais estudados, dado as suas caracteristicas peculiares de
antagonismo em condi¢fes naturais (Lohmann et al., 2007).

Conforme Luz (2001), os bioprotetores apresentam-se como uma tecnologia
alternativa para o controle de fitopatdgenos e os microrganismos que apresentam
esta capacidade, em especial Trichoderma, poderéo ter um importante impacto na
reducdo do uso de fungicidas quimicos, no alcance da agricultura sustentavel e na
protecéo da natureza.

Os mecanismos de acéo pelos quais Trichoderma pode atuar no controle
biolégico sédo: antibiose, competicdo, parasitismo e predacdo, podendo o
antagonista agir por um ou mais mecanismos de interac¢des. Inclusive, quando age
por mais de um mecanismo, as chances do sucesso da capacidade de biocontrole
sédo aumentadas (Bettiol, 2001).

A antibiose é definida como a interagcdo na qual um ou mais metabdlitos
produzidos por um organismo tém efeito danoso sobre o outro (Stadnik & Bettiol,
2000) e, dentre os fungos que possuem informacéo genética para a producao de
substancias inibidoras e/ou antibioticas, destaca-se Trichoderma. As substancias
gue podem ser sintetizadas séao antibiéticos e enzimas liticas capazes de inibir e
destruir propagulos de fungos fitopatogénicos. Esses metabdlitos podem ser
volateis e nao volateis (Harman, 2000).

O antagonismo de espécies de Trichoderma, foi comprovado com o uso de
T. viride sobre fungos fitopatogénicos em testes de culturas pareadas sobre
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.), Cercospora musae Zimm e Asperisporium
caricae (Speg) Maubl. Observou-se 0 dominio dos extratos e dos metabolitos sobre
o crescimento micelial dos fungos fitopatogénicos, havendo inibicdo no
desenvolvimento destes (Almeida, 2009).

Em avaliacbes realizadas com o objetivo de comprovar a efetividade de
Trichoderma no controle de Fusarium spp. os resultados sdo positivos. Como
exemplos, trabalhos mostraram que trés isolados de Trichoderma sp. apresentam-
se efetivos no controle de F. oxysporum f. sp. phaseoli, in vitro, quando inoculados
48 horas antes e simultaneamente com o fitopatégeno e, in vivo, um isolado foi
efetivo no controle do fitopatégeno (Pandolfo, 2007). Dentre dez isolados de
Trichoderma avaliados quanto ao antagonismo em relacdo a F. oxysporum, trés
(CEN 289, CEN 288 e CEN290) apresentaram forte inibicdo do patégeno in vitro
(Carvalho et al., 2008).
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Considerando-se a eficacia de Trichoderma no controle biolégico de
doencas de plantas e conhecendo seu efeito de parasita e capacidade de
estabelecer competicdo com outros microrganismos, o presente trabalho objetivou
identificar espécies de Trichoderma endofiticos a bromélias do ecossistema
Restinga e avaliar o antagonismo in vitro e in vivo a Fusarium guttiforme, agente

etioldgico da gomose do abacaxi.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Origem dos isolados de fungos

Foram utilizados 5 isolados de Trichoderma da micoteca da Clinica
Fitossanitaria da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(CF/UENF440, CF/UENF441, CF/UENF442, CF/UENF443 CF/UENF444). As
culturas foram isoladas de folhas de bromélias (Aechmea nudicaulis), do Parque
Nacional de Restingas de Jurubatiba (PNRJ), localizado no litoral norte do estado
do Rio de Janeiro.

O isolado de F. guttiforme patogénico a abacaxi também foi obtido da mesma
colecdo, sendo previamente armazenado em agua destilada esterilizada (método

Castellani).

2.2 Extracdo de DNA e sequenciamento para identificacdo de isolados de

Trichoderma spp.

O DNA gendmico dos fungos foi extraido por maceracéao da coldnia do fungo
utilizando-se protocolo de Santos et al. (2017). Apds a maceracdo, a extracao foi
feita pelo kit de purificacdo de DNA gendémico da Promega (WizardGenomic DNA
Purification Kit) (Pinho et al. 2013). O DNA eluido foi armazenado a -20 °C até sua
utilizacao.

A qualidade da extracdo do DNA genbémico foi verificada por meio da
eletroforese em gel de agarose 1%. O gel consiste em 100 mL de solugédo TAE 1X
e 1 g de agarose. Essa mistura foi dissolvida em forno micro-ondas e
posteriormente resfriada para aplicacdo dos DNAs. Uma aliquota de 2 uL de cada
amostra de DNA foi misturada a 3 yL de gelred e 3 pL de blue Juice e aplicados ao
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gel de eletroforese em tampao TAE 1X. A corrida de eletroforese foi realizada a 80
V por 1 hora. Em seguida, o gel foi visualizado sob luz ultravioleta em
fotodocumentador. Foi utilizado marcador Kasvi DNA Ladder, RTU modelo K9-100
L.

As reacgbes de amplificagdo foram realizadas com os primers ITS1 (5 —
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5”-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3%)
(White et al. 1990). As condi¢cdes da reacao foram as seguintes: 50 ng de DNA,
tampéo PCR 1x, 1,5U de Taq polimerase, 0,06 uM de primers (3 pmol/reacéo), 0,2
mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCI2, e volume final de 50 pl. A amplificagao foi
realizada em termociclador modelo Veriti® Thermal Cycler, com desnaturacgéo inicial
a 94 °C por 2 minutos; 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 1 minuto a 55 °C, 1 minuto
a 72 °C; seguida de extensédo final de 3 minutos a 72 °C. Os produtos da
amplificacdo da PCR foram visualizados e quantificados em gel de agarose 1%
(p/v) com o marcador de massa Kasvi DNA Ladder, RTU modelo K9-100 L.

Os produtos amplificados foram purificados utilizando o sistema comercial
de purificacdo Agencourt AMPure XP (Ambion Magnetic Stand-96). As amostras
purificadas foram enviadas para sequenciamento na empresa ACTGene Analises
Moleculares Ltda (Centro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil).

As sequéncias de nucleotideos foram editadas com o software DNA Dragon
(Hepperle, 2011). Todas sequéncias foram corrigidas manualmente e o arranjo dos
nucleotideos em posicdes ambiguas corrigidos utilizando as sequéncias dos
primers no sentido 5-3’ e 3'-5’. As novas sequéncias foram depositadas no

GenBank (Tabela 1) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

A identificacdo dos isolados seguiu o protocolo sugerido pela Comissao
Internacional de Taxonomia de Trichoderma e Hypocrea (ISTH), utilizando o
programa TrichOKEY (Druzhinina et al. 2005). Os isolados foram alocados na
secao Longibrachiatum. Como a identidade dos isolados com as espécies do banco
de dados da ISTH foi baixa, necessitou-se realizar estudo filogenético com

espécies dentro desta secao.
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Tabela 1. Isolados de Trichoderma incluidos na comparagao filogenética de espécies endofiticas de bromélia

Espécie Isolado Fonte Ger:_ll?g?k a
T citrinoviride B163 Ninhos de Atta cephalotes KR812250
' GJS 90-140 - X93957
T reesei ATCC 13631 - Z31016
] IMI 192654* Gossypium hirsutum NR120297
Hypocrea GJS 81-264 - X93968
novaezelandiae = GJS 81-265 - X93969
T andinense LESF560 Ninhos de Atta cephalotes KT278909
' LESF541 Ninhos de Atta cephalotes KT278891
BPI GJS 91- . .
T. patella 141* Madeira decorticada NR134338
GJS 91-141 - AF487663
T. BPI 2%]38* 01- Madeira decorticada NR134446
poronioideum GJS 01-203 Madeira decorticada KP109821
GJS 85-245 Madeira KP109822
T. cerebriforme  BPI 2(2]5% 85- Madeira NR134447
T. T-KN9 Solo LT707591
pseudokoningii GJS 81-300 Casca de Arvore DQ083025
MYA-4837* Solo NR111833
T. effusum UEMGCB9736 Endofltlgo em Vellozia KU727722
gigantea
T ahanense HB40016 Solo KY764894
-9 ATCC 208858* Solo NR120299
SD3604 Solo de plantacao de Arroz KT314324
T. konilangbra CY161 Ninhos de Cyphpmyrmex HQB07999
wheeleri
T saturnisporum ATCC 28023 - X93977
' P QT22143 Solo KY225677
T sinensis SH4206 - JQ040381
' DAOM 230004 Casca de Arvore HQ260623
Trichoderma sp. mms1397 Sedimentos JQ653083
MA 3642 mms852 Sedimentos JQ653070
. CBS 130428+  |oco de Plagianthus sp. NR111317
T. orientale gueimado
LESF544 Ninhos de Atta capiguara KT278894
. T. _ LESF009 Ninhos de At.ta sexdens KT278853
longibrachiatum rubropilosa
CF/UENF440 MF164017
. CF/UENF441 o MF164018
Trlck;oderma CE/UENF442 Endoflt:]clj)dieégu,lbi\schmea ME164019
PP CF/UENF443 MF164020
CF/UENF444 MF164021

UTS = internal transcribed spacer; *Espécie Tipo. Isolados obtidos neste estudo estdo destacados

em negrito.
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2.3 Anédlise filogenética

Regibes consenso foram comparadas no banco de dados do GenBank
utilizando o programa Mega BLAST. As novas sequéncias foram adicionadas ao
conjunto de sequéncias obtido no Genbank e alinhadas no programa MUSCLE®
(Edgar 2004) existente no software MEGA v. 5 (Tamura et al. 2013). Espacos
(Gaps) (insercdes/delecdes) foram tratados como inexistentes.

A andlise de Inferéncia Bayesiana (Bl) empregando o método da cadeia de
Markov Monte Carlo (MCMC) foi realizada. MrMODELTEST (Posada & Buckley
2004) foi utilizado para selecionar o modelo de substituicdo de nucleotideos para
analise de BIl. Os valores de verossimilhanca foram calculados e o modelo
selecionado de acordo com Akaike Information Criterion (AIC). O modelo de
evolucdo selecionado para ITS foi HKY+I+G. A analise de Bl foi concluida com
MrBayes v.3.1.1 (Ronquist & Huelsenbeck 2003). As quatro cadeias MCMC foram
conduzidas simultaneamente, iniciando as arvores aleatoriamente até 107 de
geracOes. As arvores foram amostradas a cada 1 000 geracdes, resultando em 10
000 arvores. As primeiras 2 500 arvores foram descartadas da andlise. Os valores
de probabilidade posterior (Rannala & Yang 1996) foram determinados da arvore
consenso atraves das 7 500 arvores remanescentes. A convergéncia dos log de
verossimilhanca foi analisada com o software TRACER v. 1.4.1 (Rambaut &
Drummond 2013). A arvore foi visualizada no software FigTree (Rambaut 2009) e
exportada para programas graficos. A espécie Penicillium glabrum SQU-QUOQ9 foi

utilizada como grupo externo (outgroup) nas analises.

2.4 Antagonismo em cultura pareada

O antagonismo dos isolados de Trichoderma contra F. guttiforme foi avaliado
utilizando o método de pareamento de culturas, de acordo com Isaias et al, (2014).
A multiplicacdo dos isolados de Trichoderma e do patdégeno, foi procedida em
placas de Petri contendo o meio de batata-dextrose-agar (BDA), mantidas a 25 °C
e fotoperiodo de 12 h, por 7 dias. Posteriormente, discos de 5 mm de diametro
foram retirados da cultura pura dos fungos e foram depositados a 1,0 cm de

distancia da borda da placa de Petri, contendo o mesmo meio. O antagonista foi



74

posicionado no lado oposto ao patdégeno e as placas foram mantidas nas mesmas
condicOes descritas acima.

A avaliacdo do crescimento micelial foi realizada quando toda a superficie
do meio se apresentava colonizada pelo F. guttiforme no tratamento controle com
auséncia do antagonista. O experimente foi realizado com seis repeticbes com
ostratamentos (TO — controle; T1 — CF/UENF440; T2 — CF/UENF441; T3 -
CF/UENF442; T4 — CF/UENF443; T5 — CF/UENF444) distribuidos ao acaso na
camara de crescimento. Com o termino do periodo de cultivo, foram realizadas as
avaliacoes, onde foram proferidas as medidas do diametro das coldnias do

patdgeno com o auxilio de régua milimetrada.

2.5 Acgéo inibitoria de metabdlitos volateis, ndo-volateis e termoestabilidade
de ndo-voléateis de isolados de Trichoderma spp.

A avaliacdo do efeito inibidor de metabdlitos volateis proferiu-se segundo
Isaias et al, (2014). Duas bases de placas de Petri de 90 mm de diametro contendo
BDA receberam individualmente, discos de 5 mm, das culturas do patégeno e do
antagonista. Apos 24 h, as bases contendo antagonista e patégeno foram
sobrepostas e unidas com filme de PVC. Como testemunha, foram sobrepostas
duas bases contendo o patdgeno. As placas foram incubadas a 25 °C, com
fotoperiodo de 12 h. Cada tratamento foi composto por seis repeticbes em
delineamento inteiramente casualizado.

Posteriormente, para metabdlitos ndo-volateis, os isolados de Trichoderma
foram cultivados em frascos Erlenmeyer contendo 250 mL de meio liquido contendo
batata-dextrose. Foram incubadas em agitador orbital a 150 rpm, a 25 °C, em
auséncia de luz, durante cinco dias. Apés esse periodo, a parte liquida foi filtrada
em papel de filtro e centrifugada. A fase liquida foi esterilizada em membrana de
celulose (0,45 um) e incorporada ao meio BDA, na proporcao de 25% (v/v). Foram
preparadas seis placas com filtrado de cada antagonista, para confronto com o
patégeno. Discos de agar (5 mm) retirados de cultura do patdégeno, foram
depositados no centro de cada placa de Petri contendo meio BDA suplementado
com filtrado de culturas do antagonista. As culturas foram incubadas a 25 °C. O
tratamento controle consistiu do patégeno cultivado na auséncia de filtrados de

culturas dos antagonistas. As avaliagdes do crescimento micelial foram realizadas
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guando toda a superficie do meio foi colonizada peloF. guttiforme nas placas do
tratamento controle.

Concomitantemente, realizou-se avaliagdo da termoestabilidade dos
metabdlitos ndo-volateis produzidos por Trichoderma spp. Os procedimentos para
avaliacdo foram conduzidos em paralelo com a avaliagdo de metabdlitos nao-
volateis, porém os filtrados de cultura foram previamente submetidos ao
aquecimento a 121 °C por 20 min, antes de serem plagueados com meio de cultivo.
Utilizou-se seis placas para cada agente obtido dos antagonistas. O tratamento
controle consistiu do patégeno. As avaliacdes do crescimento micelial foram
realizadas quando toda a superficie do meio foi colonizada pelo F. guttiforme nas

placas do tratamento controle.

2.6 Teste de biocontrole in vivo

Para avaliar a eficacia do antagonismo mediado por isolados de Trichoderma
spp. contra o fungo patogénico F. guttiforme, agente causal da gomose do abacaxi,
foi realizado um teste in vivo em frutos de abacaxi. Foram utilizados frutos de
abacaxi da cultivar Pérola, suscetivel a doenca. Os frutos utilizados foram
selecionados de acordo com o estagio de maturacéo, que foi o estagio 1, em que
0s segmentos do fruto sdo, na sua parte central, de cor verde, passando a verde
bem escuro na sua periferia e a marrom escuro nos sulcos divisorios.

Os frutos passaram por desinfestacdo superficial, onde foram mergulhados
em hipoclorito de sodio (agua sanitaria comercial) a 0,5% para limpeza, por 5
minutos e colocados em bancada para secagem. Apos a secagem, receberam uma
perfuracao de 1 cm de profundidade, na regido do terco inferior, utilizando-se, para
isso, uma ponteira de 100 uL de capacidade. Posteriormente, os frutos foram
imersos em suspenséao de 10’ conidios/mL obtida individualmente de cada um dos
cinco isolados de Trichoderma spp. A imersdo ocorreu por um tempo de 2 minutos
seguida por incubacédo dos frutos em camara Umida por 24 horas para aderéncia
da suspenséao e inicio do crescimento do antagonista nos frutos. Passado esse
periodo, os frutos foram inoculados, nos orificios anteriormente feitos, com um
disco de 0,5 cm da colbnia da cultura pura de F. guttiforme, permanecendo em
camara umida por mais 48 horas. Apds esse tempo, os frutos foram retirados de

camara umida e deixados em bancada de 7 a 10 dias até a avaliacdo da infecgéo.
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Foram utilizados 4 frutos para cada tratamento que consistiu de: T1 —
controle sem F. guttiforme (fruto sem tratamento com antagonista e sem a
inoculacao de F. guttiforme; T2 — controle com F. guttiforme (fruto sem tratamento
com antagonista e com inoculagdo do fungo patogénico); T3 — suspensao do
isolado CF/UENF440; T4 - suspenséao do isolado CF/UENF441; T5 - suspenséo do
isolado CF/UENF442; T6 — suspenséo do isolado CF/UENF443; T7 — suspensao
do isolado CF/UENF444. O ensaio foi repetido trés vezes. Os frutos foram abertos
e foram realizados medidas de largura, comprimento e area da lesao formada pelo
fungo patogénico em todos os tratamentos.

2.7 Anélises estatisticas

Para cada isolado, realizou-se um teste de comparacdo de médias de
inibicdo de crescimento do patdégeno F. guttiforme sob efeito inibitério por
metabolitos volateis, ndo-volateis, termoestaveis e biocontrole in vivo através do
teste de Skott-knott, considerando o nivel de 5% de significancia estatistica. O
mesmo foi aplicado ao biocontrole in vivo. Para as analises adotou-se o programa

de linguagem estatistica R, livre para download no site http://www.r-project.org/.

Utilizou-se o pacote ExpDes (Ferreira et al. 2014) para obtencao das analises.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Identificacdo de espécies de Trichoderma spp.

A analise filogenética foi realizada com 38 taxons e o alinhamento das
sequéncias resultou num total de 746 caracteres, dos quais 89 foram informativos
para parcimonia, 227 foram variaveis e 473 foram conservados. Pela anélise
filogenética utilizando o gene ITS foi possivel a identificacdo de um novo clado, bem
suportado (pp = 0.99), entre os clados de T. andinense e T. citrinoviride, indicando
a possibilidade de estes isolados pertencerem a uma nova espécie (Figura 1).
Estudos complementares utilizando os genes Tef-1a e Rpb-2 deverdo ser
realizados, assim como as analises morfolégicas deverdo ser complementadas

para confirmacdo e descricdo de provavel nova espécie. Todos os isolados de
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bromélias estudados parecem se tratar de uma mesma espécie, com base na

andlise filogenética.
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0.03

0 Trichoderma poronioideum G.J.S. 01-203

Trichoderma poronioideum BPI GJS 01-203
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Trichoderma cerebriforme G.J.S. 85-245
Trichoderma cerebriforme BP| GJS85-245
Trichoderma sp. MA 3642 mms1397
Trichoderma sinensis SH4206
irmchoderma sinensis DAOM 230004

097 k— Trichoderma satumisporum QT22143
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- Trichoderma konilangbra CY161
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Trichoderma citrinoviride B163
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= Trichoderma effusum ATCC MYA-4837
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0931 Trichoderma reesei ATCC 13631

Trichoderma gh CTCCSJ-G-HB40016
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Penicillium glabrum SQU-QU09

Figura 1 — Filograma baseado na Inferéncia Bayesiana de sequéncias do gene ITS de isolados de
Trichoderma sp., endofiticos de bromélia Aechmea nudicaulis. A probabilidade posterior esta
indicada proxima aos nds dos ramos. A arvore foi enraizada em Penicillium glabrum SQU-QUO09

Os isolados foram alocados na sec¢do Longibrachiatum, porém a identidade

dos isolados com as espécies do banco de dados da ISTH foi

baixa.



78

Taxonicamente, Trichoderma foi dividido em cinco sec¢les, incluindo a
secdo Longibrachiatum, mas com analises filogenéticas moleculares crescentes, a
nomenclatura seccional de Trichoderma foi abandonada em favor da nomeacéao de
clados filogenéticos (Kubicek et al.,, 2008). Curiosamente, porém, a
secdao distintiva morfolégica e metabdlica Longibrachiatum é uma das duas Unicas
sec¢des que permaneceu intacta na sequéncia da andlise filogenética (Druzhinina
et al., 2012).

O clado Longibrachiatum compreende as espécies de Trichoderma mais
intensamente estudadas, compreende espécies que sao utilizadas industrialmente
na producdo de enzimas celuloliticas e hemicelulases envolvidas na industria
alimentar, téxteis e tecnologia biocombustivel (Kubicek et al., 2009; Gal-Hamed et
al., 2011).

3.2 Avaliacéo do antagonismo em cultura pareada

Para o antagonismo em cultivo pareado, avaliou-se inibicdo do crescimento
micelial de F. guttiforme confrontado com os 5 isolados de Trichoderma. Os
isolados CF/UENF441, CF/UENF442 e CF/UENF443 foram 0s que apresentaram
inibicdo de crescimento micelial do agente patogénico, com 82.62%, 83.3% e
80.63%, respectivamente de percetuais de inibiacdo de crescimento micelial.

O Trichoderma utiliza diferentes mecanismos de ac&do contra seus
competidores, incluindo acéo direta, degradacéo e uso de carboidratos complexos
pela acdo de enzimas produzidas (Harman et al., 2004), tornando-0s, como um dos
mais bem-sucedido colonizadores dos seus habitats (Shuster e Schomol, 2010).

A maior inibicao de crescimento micelial de F. guttiforme a 5 isolados (Figura
3) de Trichoderma pode estar relacionada a origem dos isolados de Trichoderma,
ja que os mesmos foram obtidos de forma endofitica em bromelaceas de restinga.
Como F. guttiforme foi isolado de abacaxi infectado, pode-se supor que os isolados
de Trichoderma provenientes de bromeleaceas tenham uma acéo mais efetiva do
gue os provenientes de outras culturas e apresente estratégia de defesa mais

eficaz.
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Figura 2 — Culturas pareadas em meio de BDA, mostrando a inibi¢éo de crescimento micelial do F.
guttiforme pelo agente antagbnico Trichoderma spp. (A) controle e repeticdes do isolado
CF/UENF440; (B) controle e repeticbes do isolado CF/UENF441; (C) controle e repeticdes do
isolado CF/UENF442; (D) controle e repeti¢cdes do isolado CF/UENF443; (E) controle e repetices
do isolado CF/UENF444

Os fungos com mecanismos antagonistas utilizam diferentes mecanismos
de interacbes com patdgenos (Duffy et al., 2003). Howell (2003) por sua vez,
demostra que, o melhor método para obter um potencial agente de biocontrole de
Trichoderma, é realizando o isolamento de areas de solos e plantas onde a doenca
esteja ocorrendo. A avaliacdo de cultura pareada serve para selecionar isolados
gue tenham maior atividade antagdnica e de micoparasitismo (Mello et al, 2007).

Na avaliacdo, crescimento e o enrolamento de hifas sdo importantes na
interacdocom o patdgeno, e por si S6 ndo garantem sucesso no controle biolégico
(Almeida et al., 2007). Alguns pesquisadores citam a acao sinergética atribuida a
producédo de enzimas e antibibticos, possa explicar essa interacao.

Os metabdlitos produzidos por espécies de Trichoderma foram encontrados
com altos indices de enzimas liticas, hormbnio e metabdlitos secundarios com
importantes fungdes bioldgicas (Lorito et al., 2010). Nas aplicacfes de antagonistas
no controle de fitopatdégenos tém sido utilizadas diferentes espécies de isolados
Trichoderma e a antibiose tem sido considerada um dos principais mecanismos de

acao realizados pelo antagonista (Reino et al., 2008).
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3.3 Efeito inibitorio de metabodlitos volateis, ndo-volateis e n&o-volateis

termoestaveis produzidos por isolados de Trichoderma spp.

A inibicdo de crescimento de F. guttiforme mediado pelo efeito inibitério de
metabdlitos volateis, ndo-volateis e ndo-volateis termoestaveis de isolados de
Trichoderma spp. esté representado na Tabela 2. Para os metabdlitos volateis, os
isolados CF/UENF441, CF/UENF442, CF/UENF443, CF/UENF444, foram os que
apresentaram menores média de crescimento de F. guttiforme, onde os percentuais
de inibicdo de crescimento promovido pela acdo antag6nica de Trichoderma spp.
variam de 67,30% a 71,66%, mostrando que os isolados dos antagonistas atuam
diretamente na inibicAo de crescimento do agente patogénico por acao de

metabdlitos volateis.

Tabela 2 - Médias (mm) do didmetro das col6nias de F. guttiforme por metabdlitos volateis, ndo-
volateis e ndo volateis termoestaveis produzidos por isolados de Trichoderma spp.
Efeito inibitorio

Volateis Nao-volateis Termoestaveis
Controle 83,00 a 77,00 a 77,00 a
CF/UENF440 54,08 b 26,00d 36,66 e
CF/UENF441 47,16 c 3491c 50,00 b
CF/UENF442 45,08 c 42,75 b 4291d
CF/UENF443 4416 ¢ 33,33¢c 46,66 C
CF/UENF444 4350 ¢ 42,25 b 40,66 d
CV(%) 12,53 7,70 4,89

Letras iguais mostram que o isolado néo difere entre si quanto a inibicdo do patégeno por compostos
volateis, ndo-volateis e ndo-volateis termoestaveis, segundo o teste de Skott-knott, ao nivel de 5%
de significancia estatistica.

Gruber e Seidel-Seiboth (2012), avaliaram e constataram que, o crescimento
em direcdo a hifa do patdégeno, o Trichoderma produz metabdlitos volateis e
enzimas hidroliticas que, ao degradar a parede celular do patdgenos e ativam a
expressao de genes envolvidos no micoparasitismo (Almeida et al., 2007).

Para metabdlitos nado-volateis e ndo volateis termoestaveis, o isolado
CF/UENF440 foi o que se mostrou promissor na inibicdo de crescimento de F.
guttiforme segundo demostra os dados estatisticos da Tabela 2.

Os dados de percentuais de inibicdo de crescimento, mostram que o isolado
endofitico CF/UENF440, apresentou 88,43% de inibicdo para o ensaio de

metabdlitos ndo-volateis e de 77,30% para o ensaio de metabdlitos ndo-volateis
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termoestaveis. Esses dados mostram que o Trichoderma spp. vem se mostrado
como um agente promissor de biocontrole de F. guttiforme in vitro.

Na avaliacdo, os metabolitos volateis, n&o-volateis e nao-volateis
termoestaveis produzidos pelos isolados de Trichoderma, proporcionaram uma
variacdo no percentual de inibicdo do crescimento micelial desse patdgeno,
dependendo do metabdlito avaliado. Os resultados mostraram que F. guttiforme foi
mais suscetivel a acdo dos metabolitos ndo-volateis e ndo-volateis termoestaveis
produzidos pelos isolados de Trichoderma, com inibicdo acima de 70%.

No teste de termoestabilidade, os metabdlitos de Trichoderma spp. se
mantiveram ativos mesmo ap0s autoclavagem, pois inibiram o crescimento micelial
do patégeno, indicando o potencial desses metabdlitos antifingicos, nas condi¢cdes
experimentais utilizadas.

Varios estudos apontam uma susceptibilidade dos fungos fitopatogénicos a
metabolitos produzidos por antagonistas, inclusive por isolados deTrichoderma
spp. (Duffy et al., 2003). Segundo Martin-Corder & Melo (1998), a capacidade de
Trichoderma produzir metabdlitos secundarios e o seu efeito fungicida pode variar
entre espécies, entre isolados da mesma espécie e de suas fontes de isolamento,
como ocorre com os endofiticos (Sivasithanparam e Ghisalberti, 1998) e em funcao
dos compostos antifungicos secretados (Lorito et al., 2010).

As analises de metabdlitos produzidos por isolados de Trichoderma séo
importantes para selecionar o0s biologicamente ativos para biocontrole. Os
mecanismos usados pelos agentes de biocontrole sdo complexos e sua agao varia
de acordo com o agente de biocontrole, do patdgeno e da planta hospedeira
envolvida na interacdo (Howel, 2003; El-Hassan et al., 2009). A aplicacdo dos
metabdlitos de Trichoderma, obtidos via cultivo massal desses fungos, pode
viabilizar a obtencdo de novos biofertilizantes e biopesticidas baseado em
compostos bioativos (Vinale et al., 2009).

O entendimento dos mecanismos de acdo envolvido no antagonismo de
isolados Trichoderma sobre fitopatbgenos sédo importante para a selecdo de
agentes de biocontrole, levando em consideracdo que esse potencial deve ser
também avaliado em condi¢cBes de campo, pois o nivel de controle biol6gico de um
patdogeno pode variar em funcdo do agente de biocontrole utilizado e sua
capacidade de adaptacdo as condi¢des bioticas e abidticas (Dennis et al., 1971a;

Dennis et al., 1971b), dentro e entre espécies de Trichoderma.
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3.4 Biocontrole in vivo de F. guttiforme em frutos de abacaxi

Nas analises realizadas nos testes in vivo para avaliacdo do potencial de
biocontrole de F. guttiforme com suspensdes de isolados de Trichoderma spp.
endofiticos, pode-se constatar que os isolados do antagonista ndo apresentaram
efeito de biocontrole sobre o agente patogénico aplicando-se esta metodologia. Na
tabela 3, no parametro comprimento da lesdo ndo houve diferenca significativa
entre o controle e os isolados e o controle. O mesmo aconteceu com o0 parametro
largura e area das lesBes, onde os isolados CF/UENF440 e CF/UENF443

obtiveram médias relativamente mais altas que o controle.

Tabela 3 — Comparacéo do crescimento de lesdes de Fusarium guttiforme em frutos de abacaxi
protegidos com suspensao de por isolados de Trichoderma spp.
Biocontrole de F. guttiforme

Comprimento Largura (cm) Area (cm?)
(cm)

Controle com F. guttiforme 3,725 a 3,750 b 14,267 b
CF/UENF440 3,675 a 5,825 a 24,400 a
CF/UENF441 3,575 a 4,125 b 14,957 b
CF/UENF442 3,875 a 4,125 b 16,675 b
CF/UENF443 4,200 a 6,975 a 29,130 a
CF/UENF444 3,750 a 3,875b 14,267 b

CV (%) 11,74 26,57 32,01

Letras iguais mostram que o isolado néo difere entre si quanto a inibicdo do patégeno volatil, ndo-
volatil e ndo-volatil termoestavel, segundo o teste de Skott-knott, ao nivel de 5% de significancia
estatistica.

Com as analises realizadas, ressalta-se que os isolados néo proporcionaram
efeito antagbnico contra o F. guttiforme. Os metabdlitos produzidos pelos isolados
sob condi¢cdes controladas podem se distinguir funcional e quantitativamente
daqueles presentes nos ferimentos em fruto. Isto pode ocorrer devido a variacdes
nas condicdbes de temperatura, umidade, fatores nutricionais e estagio de
maturacdo dos frutos. Além disso, a acdo antagonista pode resultar do efeito
sinérgico da atividade enzimatica dos fungos nos tecidos internos do fruto. Assim,
faz-se necessario avaliar se os isolados oferecem protecdo as mudas e durante a
floracdo no campo.

Uma hipo6tese que pode ser levantada a respeitos dos dados obtidos no
experimento € que, no momento de interacdo entre os isolados endofiticos de
Trichoderma spp. com o F. guttiforme, a acdo de enzimas hidroliticas secretadas
pelo antagonista pode ter efetuado um sinergismo sobre o fungo patogénico,

potencializando sua acao no fruto, aumentando o tamanho e a area da leséo.



83

Segundo Massart e Jujakli (2007), o processo de como 0s agentes de
biocontrole efetivamente atuam na protecdo € um requisito para sua aplicacédo
pratica, exemplo disso, na identificacdo dos genes que Sa0 expressos
preferencialmente e que podem significar um determinado processo biologico
(Huang et al., 2007).

No biocontrole mediado por Trichoderma, as enzimas hidroliticas,
antibidticos, metabdlitos volateis, moléculas de resisténcia ao estresse e de inducdo
de resisténcia em plantas (Viterbo et al.,, 2002). Moléculas liberadas pelo
hospedeiro e pela acdo das enzimas hidroliticas sobre a parede do hospedeiro
ativam a expresséao de genes envolvidos.

Outro mecanismo de biocontrole que pode ocorrer em plantas e ndo em
frutos, € a inducdo da resisténcia no hospedeiro por elicitores ou indutores de
resisténcia, os quais podem ser proteinas com atividade enzimatica, como xilanase;
produtos de genes de tipo aviruléncia capaz de induzir reacbes de defesa em
plantas; compostos de baixo peso molecular liberados de paredes de células de
fungos ou de plantas pela atividade de enzimas secretadas por Trichoderma spp
(Harman et al., 2004; Woo e Lorito, 2007).

Para Trichoderma spp., 0 mecanismo de biocontrole mais aceito tem sido o
micoparasitismo mediado pela producdo de quitinases e outras enzimas que
degradam a parede célular do patdgeno (Gruber et al., 2011). Em estudos in vitro,
confrontando-se Trichoderma spp. com F. culmorum e F. graminearum, oS
resultados mostraram uma regulacao positiva de todos os genes testados durante
0 micoparasitismo, indicando o envolvimento de enzimas quitinoliticas nessa
interacdo (Matarese et al., 2012). Todavia, em frutos de abacaxi, a metodologia
utilizada nao possibilitou a avaliacdo e a atividade de enzimas sobre o patégeno
pode nao ter sido expressa ou rapida ao ponto de impedir a rapida infec¢éo de F.

guttiforme em frutos com ferimento na pés-colheita.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os Isolados de Trichoderma spp. endofiticos de bromeliaceas de restingas,
realizada segundo analise filogenética com base no gene ITS, propde que estes
isolados, (CF/UENF440, CF/UENF441, CF/UENF442, CF/UENF443,
CF/UENF444), pertencem a uma provavel nova espécie do clado Longibrachiarum.

Para os testes de antagonismo em culturas pareadas para inibir crescimento
de F. guttiforme, o isolado CF/UENF440, se mostrou como um potencial agente de
controle in vitro do agente patogénico.

Para avaliacdo do efeito inibitério por metabdlitos volateis, os isolados
CF/UENF441, CF/UENF442, CF/UENF443, CF/UENF444 nao apresentaram
diferenca significa na inibicdo de crescimento do agente patogénico; na avaliacao
dos metabodlitos nado-volateis e néo-volateis termoestaveis, destaca o isolado
CF/UENF440 como potencial inibidor de crescimento de F. guttiforme, resultado
esse, se equiparando com o teste de antagonismo por pareamento de culturas.

Na avaliacédo do biocontrole in vivo em frutos de abacaxi com ferimentos, os
isolados do antagonista ndo apresentaram efeito sobre o agente patogénico F.

guttiforme.
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RESUMO GERAL DAS CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, de carater exploratorio, foram isolados e identificados em
nivel de género, fungos endofiticos de duas espécies de bromélias do Parque
Nacional de Restingas de Jurubatiba — RJ. Obtiveram-se 164 isolados, identificados
nos géneros: Aspergillus sp., Bipolaris sp., Curvularia sp, Monilia sp., Nigrospora
sp., Penicillium sp., Pestalotiopsis sp., e Trichoderma sp. Houve diferencas nas
frequéncias das colbnias e isolados obtidos para os géneros fungicos dentre
espécies e coletas.

Na espécie A. nudicaulis foram exclusivos os géneros Bipolaris sp. e
Curvularia sp., enquanto que na espécie B. antiacantha, o género Monilia sp. Os
demais géneros foram encontrados em ambas hospedeiras estudadas, mas com
diferentes frequéncias. 21% isolados que ndo produziram esporos em cultura pura,
foram caracterizados, mas nao-identificados em nivel de género, o que requerera
estudos adicionais, com marcadores moleculares. Todavia, acredita-se se tratar de
um ou poucas espécies de um mesmo género, ja as coldnias obtidas foram
homogéneas quanto ao padrdo morfoldégico. Em associacbes com bromélias de
restinga, ainda ndo ha relato publicado sobre a interacdo desses fungos
identificados e espécies de bromélias.

A bibliografia aponta que dentre os fungos caracterizados, ha possiblidade
de se explorar seu potencial biotecnolégico para diferentes fins, tais como:
producdo de metabodlitos secundarios e farmacos (Pestalogiopsis spp.),
solubilizacdo de fosfatos, como indutores de resisténcia a doencas e no controle

biolégico, na producéo de enzimas de interesses industriais. Visto isso, os isolados
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com potencial biotecnolégico em cada género, espera-se avancar na identificacdo
especifica dos isolados de interesse, mediante aprofundamento dos estudos
morfolégicos e com base em marcadores moleculares (DNA).

Os Isolados de Trichoderma spp. endofiticos de bromeliaceas de restingas,
CF/UENF440, CF/UENF441, CF/UENF442, CF/UENF443, CF/UENF444, segundo
analise filogenética com base nas sequéncias do gene ITS, pertencem a uma
provavel nova espécie do clado Longebrachiarum.

Nos testes de antagonismo em culturas pareadas para inibir crescimento de
F. guttiforme, o isolado CF/UENF440 se destacou como um potencial agente de
controle in vitro do agente patogénico. Para avaliacdo do efeito inibitério por
metabdlitos volateis, os isolados CF/UENF441, CF/UENF442, CF/UENF443,
CF/UENF444 nao apresentaram diferenca significa na inibicdo de crescimento do
agente patogénico. Todavia, quanto a a avaliacdo de metabdlitos ndo-volateis e
nao-volateis termoestaveis, novamente destacou-se o isolado CF/UENF440 como
potencial inibidor de crescimento de F. guttiforme, resultado esse, se equiparado
ateste de pareamento de culturas.

Na avaliacdo do biocontrole in vivo em frutos de abacaxi, os isolados de
Trichoderma sp. avaliados nao apresentaram efeito protetor em frutos com

ferimento, visando ao biocontrole da gomose em frutos na pés-colheita.
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