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RESUMO

A aceroleira (Malpighia emarginata) ¢ uma planta frutifera rustica, resistente e apresenta
grande potencial econdmico, no entanto sua produtividade pode ser afetada pela antracnose,
doenca causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides. Apesar de seu claro papel como
agente causal de doenga de plantas, espécies de Colletotrichum tem sido frequentemente
encontradas associadas a comunidade de fungos endofiticos de plantas tropicais. Diante disso,
os objetivos do trabalho foram analisar a estrutura e a composi¢do da comunidade de fungos
endofiticos de aceroleira, caracterizar por morfologia e técnicas de biologia molecular
isolados de Colletotrichum spp. (endofitos e fitopatdgenos) e avaliar o potencial antagonico
dos endofitos frente ao agente causal da antracnose. Os endoéfitos foram isolados de folhas
saudaveis de diferentes niveis da copa (apice e parte inferior) de aceroleiras e os dados
obtidos avaliados por analises ecoldgicas. Os fitopatogenos foram isolados de lesdes de folhas
com sintomas de antracnose. Os isolados de Colletotrichum foram caracterizados pela
velocidade de crescimento, micro e macromorfologia, submetidos a extracdo do DNA, PCR e
sequenciamento (ITS e B-tubulina) e analisados por iniciadores ISSR. Os fitopatogenos foram
submetidos ao teste de patogenicidade in vitro. O antagonismo se deu pela técnica de cultura
pareada e disco difusdo (extratos brutos/acetato de etila). Foi verificada alta diversidade de
endofitos e o método de amostragem foi eficaz para aumentar o nimero de tdxons obtidos. As
espécies dominantes foram Colletotrichum spp. (inferior da copa) e Guignardia bidwellii
(4pice da copa). Foram identificadas sete espécies de Colletotrichum (C. karstii, C.
brasiliense, C. gloeosporioides sensu estricto, C. theobromicola, C. siamense, C. fructicola,
C. cliviae), sendo alta a variabilidade intra e interespecifica. Colletotrichum karstii, C.
siamense, C. fructicola ¢ C. cliviae sdao citados pela primeira vez como patogenos de
aceroleira. As espécies endofiticas Pteroconium state of Apiospora camptospora € Bipolaris
setariae se destacaram como potencialmente tuteis no controle de C. theobromicola.

Palavras-chave: Malpighia emarginata. ITS. B-tubulina. ISSR. Colletotrichum. Guignardia
bidwellii.



ABSTRACT

The acerola (Malpighia emarginata) is a rustic plant, resistant and has great economic
potential, though their productivity may be affected by anthracnose disease caused by
Colletotrichum gloeosporioides. Despite its clear role as the causal agent of plant disease,
Colletotrichum species has been often found associated with community endophytes of
tropical plants. The objectives were to analyze the structure and composition of endophytic
fungi Malpighia emarginata community, characterize Colletotrichum spp. (endophytes and
pathogens) by morphology and molecular biology techniques and evaluate the antagonistic
potential of endophytes against the causal agent of anthracnose. Endophytes were isolated
from healthy leaves of the apex and the lower part of the canopy of M. emarginata and the
data evaluated by ecological analyzes. The pathogens were isolated from leaves with
anthracnose. Colletotrichum isolates were characterized by the rate of growth, and micro
macromorphology, submitted to DNA extraction, PCR and sequencing (ITS and B-tubulin)
and analyzed by ISSR primers. The pathogens were subjected to in vitro pathogenicity test.
The antagonism was assessed by the technique of paired culture and disk diffusion (crude
extracts / ethyl acetate). High diversity of endophytes was detected; the sampling method was
effective in increasing the number of taxa obtained. @The dominant species were
Colletotrichum spp. (lower canopy) and Guignardia bidwellii (apex canopy). Seven species of
Colletotrichum (C. karstii, C. brasiliense, C. gloeosporioides sensu stricto, C. theobromicola,
C. siamense, C. fructicola and C. cliviae) been identified and these showed high genetic and
morphological variability. Colletotrichum karstii, C. siamense, C. fructicola and C. cliviae are
first mentioned as pathogens Malpighia emarginata. Endophytic species Pteroconium state of
Apiospora camptospora and Bipolaris setariae stood out as potentially useful in controlling
C. theobromicola.

Key-words: Malpighia emarginata. 1TS. B-tubulina. ISSR. Colletotrichum. Guignardia
bidwellii.
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1 INTRODUCAO

A aceroleira (Malpighia emarginata DC.) ¢ uma planta ristica, resistente e apresenta grande
potencial econdmico, particularmente porque o seu fruto € rico em vitamina C, além de ser fonte de
pro-vitamina A, ferro e célcio. Pode ser consumido ou comercializado in natura, e utilizado na
preparacao de sucos, geléia, licor, xarope, sorvete, caldas e pastas (Venancio, 2000). O Brasil ¢ um
grande produtor, consumidor e exportador de acerola, sendo a regido Nordeste a maior produtora,
responsavel por cerca de 64% da produgao nacional que estd estimada em 150 mil toneladas ao ano
(Mendes et al., 2012).

A produtividade da aceroleira pode ser afetada por uma série de fatores, tanto bidticos,
quanto abioticos. Dentre os fatores biodticos, as doengas merecem especial destaque visto a
possibilidade das mesmas resultarem em perdas significativas de qualidade e quantidade do produto
final. Uma das principais doengas da aceroleira ¢ a antracnose, causada por Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., e que afeta principalmente as folhas, as quais muitas vezes
apresentam perfuracdes no limbo foliar devido a ruptura dos tecidos afetados (Tavares, 1995;
Almeida et al., 2003; Mendes et al., 2012).

Espécies do género Colletotrichum Corda, sdo de modo geral, consideradas agentes causais
de doencas de plantas, principalmente a antracnose, que pode afetar tanto folhas quanto frutos de
varias espécies de plantas (Agrios, 2005). Apesar de seu claro papel como agente causal de doenga
de plantas, espécies de Colletotrichum tem sido frequentemente encontradas associadas a
comunidade de fungos endofiticos de plantas tropicais. Um dos exemplos mais marcantes dessa
associagdo foi relatado por Arnold et al. (2003) que isolaram Colletotrichum spp. em 88,9% das
folhas de cacaueiro (Theobroma cacao L.).

Embora o comportamento ecologico das diferentes espécies de fungos endofiticos em
associagdo com a planta hospedeira ainda ndo seja totalmente claro, varios estudos tém
demonstrado ou sugerido que a interagdo fungo endofitico-planta hospedeira resulta em beneficios
para a planta, como por exemplo, diminuicdo da herbivoria, resisténcia a fitopatogenos e
incremento no desenvolvimento vegetal (Peixoto-Neto et al., 2004). Dessa forma o uso de fungos
endofiticos, para o controle biologico de doencas ¢ considerado uma alternativa promissora
(Azevedo et al., 2002; Arnold et al., 2003; Mejia et al., 2008; Orole e Adejumo, 2009).

Em sistemas convencionais de cultivo, o controle de fitopatogenos ¢ baseado principalmente
na utilizagdo de fungicidas quimicos que apesar de satisfatdrios, resultam muitas vezes em impactos

negativos nos mais diferentes compartimentos dos ecossistemas resultando também em danos a
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saude humana, quer seja do aplicador, como também do consumidor (Bettiol ¢ Morandi, 2009).
Além disso, a comunidade de fungos endofiticos de M. emarginata é praticamente desconhecida.
Diante do exposto objetivou-se, nesse trabalho, analisar a estrutura e a composicdo da
comunidade de fungos endofiticos em folhas de aceroleiras e o potencial destes no controle do
agente causal da antracnose da aceroleira, além de verificar a variabilidade genética entre isolados

endofiticos e fitopatogénicos de Colletotrichum spp.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aceroleira

2.1.1 Origem, caracteristicas morfologicas e importancia economica

A aceroleira (Malpighia emarginata DC.), também conhecida como “Cereja das Antilhas”
ou “Cereja dos Barbados”, pertence a familia Malpighiaceae e ¢ originaria da América Central e
Norte da América do Sul, sendo conhecida pelo elevado teor de acido ascorbico (vitamina C) em
seu fruto, em torno de 1500 a 4600 mg por 100 g de polpa (Aratjo e Minami, 1994).

A classificagdo botanica da aceroleira tem sido discutida ¢ ainda causa confusdo entre
pesquisadores, ja que as denomina¢des Malpighia glabra L., Malpighia punicifolia L. e Malpighia
emarginata sdo comumente utilizados para designar a aceroleira. Os nomes M. glabra e M.
punicifolia sdo considerados sindnimos e referem-se a uma espécie de pouco interesse agricola e
econdmico por apresentar frutos pequenos e insipidos (Asenjo, 1980; Mendes et al., 2012); sendo a
designagdo botanica correta M. emarginata adotada pelo Conselho Internacional de Recursos
Genéticos Vegetais em 1986 (Nogueira, 1997 apud Gomes et al., 2001).

Malpighia emarginata é uma planta de porte arbdreo a arbustivo, de tamanho médio, com 2
a 3 m de altura, com os ramos densos e espalhados. As folhas sdo glabras de formato oval a elitico-
lanceolado, com 2,5 a 7,5 cm de comprimento, opostas, com peciolo curto, de coloracdo verde
escura e brilhante na face superior e verde palida na face inferior. As flores apresentam pedinculo
longo e pouco mais de 1 cm de diametro, de coloragdo rosa-esbranquicada ou lilas claro a vermelha.
Sao dispostas em cachos de 3 a 5 flores nas axilas dos ramos em crescimento (Marino Neto, 1986;
Gomes et al., 2001). O fruto da aceroleira ¢ uma baga drupacea que apresenta trés sementes, cada
uma envolvida por um endocarpo reticulado e trilobado. As sementes sdo pequenas, nao
albuminadas e de tamanhos variaveis, proporcionais ao tamanho do fruto e, consequentemente, ao
do “caroco”. A acerola pode ser oval ou subglobosa, com formato trilobado, com o tamanho que
varia de 1 a 2,5 cm de didmetro e o peso de 3 a 15 g. Os frutos maduros podem apresentar
diferentes tonalidades, que vao do amarelo ao vermelho intenso ou roxo (Marino Neto, 1986; Costa
et al., 2003). As sementes apresentam baixa porcentagem de germinagdo, podendo ainda,
dependendo do grau de maturagdo do fruto, levar meses para germinarem, sendo comum a
ocorréncia de sementes inviaveis. Isso porque dos trés Ovulos existentes, apenas um ou dois se
desenvolvem em decorréncia de fatores como a méa formag¢do do 6vulo, a degeneracdo do saco

embrionario e a falta de fertilizacdo do 6vulo, dentre outros (Costa et al., 2003).
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A aceroleira, pelo seu potencial industrial tem atraido o interesse dos fruticultores desde que
foi introduzida no Brasil. Por causa do seu altissimo teor de vitamina C e da sua importancia na
medicina mundial, a fruta estd na pauta da exportacdo brasileira (Freire et al., 2007). No Brasil, a
acerola é conhecida ha mais de 50 anos. Porém, somente no final dos anos 80 e inicio dos anos 90
houve um crescimento expressivo € ao mesmo tempo desordenado dos plantios de acerola no
Brasil, face a grande demanda do produto apresentada, inicialmente, pelo mercado externo e,
posteriormente, pelo proprio mercado interno (Oliveira e Soares Filho, 1998; Mendes et al., 2012).
No entanto, devido a falta de planejamento, muitos produtores sofreram grandes prejuizos pela
dificuldade de escoamento da producdo, associada a caréncia de infraestrutura adequada ao
processamento e conservagdo pos-colheita dos frutos, altamente pereciveis. A grande
desuniformidade na produgdo anual de frutos por planta, devido ao plantio de mudas obtidas por
sementes, tem causado sérias dificuldades para os produtores, gerando perdas na produtividade e na
qualidade dos frutos. Em razao disso, a preservagdo da variabilidade genética da acerola, mediante a
constitui¢do de bancos de germoplasma, tem grande importancia tanto do ponto de vista da
conservagao bioldgica como da aplicagao no melhoramento genético (Salla ef al., 2002).

A perda de produtividade também estd associada aos prejuizos causados por pragas e
doengas que acometem a cultura (Ritzinger et al., 2007). De acordo com Ritzinger e Ritzinger
(2004), as principais doencas da aceroleira causadas por fungos sdo: antracnose (Colletotrichum
gloeosporioides); cercosporiose (Cercospora Fresen.); seca descendente de ramos (Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.) e podriddo de frutos (Rhizopus Ehrenb.).

No Nordeste brasileiro, a antracnose ¢ considerada uma doenca de elevada importancia
econdmica (Serra e Silva, 2004; Mendes et al., 2012). Essa doenca uma das doencas mais
disseminadas na cultura da acerola, podendo afetar tanto mudas quanto plantas adultas. Os frutos
atacados sdo invidveis para comercializacdo, causando inimeros prejuizos econdmicos (Mendes et
al., 2012). No Brasil, a antranose em acerola foi relatada por Freire (1995), Urben et al. (1996),
Generoso et al. (2002) e Almeida et al. (2003).

A infec¢do causada por C. gloeosporioides é caracterizada pela colonizagdo intracelular ou
colonizacdo subcuticular intramural/intraparede. Em ambos os casos, inicialmente os conidios se
aderem e germinam na superficie do hospedeiro (planta) produzindo tubos germinativos e entdo
apressorios para a penetragdo da cuticula. Apds a penetragdo subcuticular intramural, ocorre a
formacao de cadeias de hifas (micélio) inter e intracelular que colonizam rapidamente o tecido e
provocam a sua morte (Perfect et al., 1999). Durante a colonizagdo do hospedeiro, C.
gloeosporioides exibe como estratégias de nutri¢do, os modos: biotréfico (nutrientes obtidos de

células vivas do hospedeiro) e necrotréfico (nutrientes obtidos de células mortas pelo fungo no
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hospedeiro). A antracnose produz lesdes nas folhas, frutos e hastes da planta. Nas folhas forma
manchas esbranquicadas circundadas por um halo marrom. Com o envelhecimento, os tecidos das
lesdes fragmentam-se e caem, deixando perfuragdes no limbo foliar (Figura 1A). Lesdes também
podem aparecer nas hastes novas, provocando a morte do broto apical (Figura 1B). Em genotipos
suscetiveis provoca grande desfolhamento, a ponto de causar a morte das plantulas. Como principal
medida de controle, recomenda-se a selecdo e uso de genotipos resistentes. Podem-se utilizar
também produtos quimicos com as mesmas recomendagdes para cercosporiose (Ritzinger et al.

2007; Mendes et al., 2012).

Figura 1. Lesdes de antracnose em folhas (A) e haste de aceroleiras (B).

Fonte: Ritzinger ef al. (2007).

No Nordeste, em pomares de acerola situados em areas irrigadas do vale do Sao Francisco,
foram constatados os fungos Fusarium oxysporum E.F. Sm. & Swingle, causando seca rapida de
toda planta e levando a morte, e L. theobromae (= Botryodiplodia theobromae Pat.), que reduz o
vigor e provoca secamento descendente (Tavares, 1995). Na Ilha de Sao Luis, Estado do Maranhao,
Silva et al. (1997) isolaram da folhagem de acerola e comprovaram a patogenicidade de
Corynespora cassiicola (Berk. & M.A. Curtis) C.T. Wei. No Estado do Ceard, nas areas
fisiograficas do Sertdo, Litoral e Serras Umidas, foi constatada em aceroleira a podriddo dos frutos
e a podriddo seca das hastes causadas, respectivamente, por Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. (=

Rhizopus nigricans Ehrenb.) e L. theobromae (Holanda et al., 1997).
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Em levantamento efetuado nos cerrados do Distrito Federal, Goias, Minas Gerais ¢ Mato
Grosso foram constatados danos consideraveis causados pelos fungos Passalora Fr. (=
Cercosporidium Earle) e C. gloeosporioides, provocando queda de frutos, flores e lesdes necrdticas
profundas; Cladosporium herbarum (Pers.) Link danificando frutos em fase de pré-colheita;
Phomopsis Sacc. & Roum., causando podriddo da casca do tronco e Cylindrocladium clavatum
Hodges & L.C. May, causando podridao das raizes e lesdes no coleto (Urben et al.,1996). Generoso
et al. (2002), registraram pela primeira vez os fungos C. gloeosporioides e C. cassiicola, na cultura
da aceroleira irrigada no municipio de Junqueirdpolis, SP, associados a manchas e queda de folhas.

A 4area plantada com acerola ¢ de aproximadamente 7200 ha, destacando-se a regido
Nordeste como a maior produtora, com area cultivada em torno de 3100 ha. Estima-se, atualmente,
uma produtividade média de 150 mil toneladas de frutas por ano. O Nordeste participa com

aproximadamente 64% desse total (Mendes et al., 2012).

2.1.2 Propriedades biologicas da acerola e efeitos sobre a saude

O potencial para exploragdo econdmica da acerola ¢ alto, segundo Venancio (2000), além da
geleia, a acerola pode ser consumida de varias outras formas: “in natura” ou em suco, licor, xarope,
sorvete, caldas, pastas e também vinhos. Pode ainda ser usada na preservagdo de outros sucos
frigorificados ou no enlatamento industrial, uma vez que a vitamina C ¢ um antioxidante natural.
Nos Estados Unidos, a acerola também ¢ encontrada na forma de comprimidos vendidos em
farméacias; cada comprimido contém 100 mg de vitamina C.

Costa et al. (2001) obtiveram sucesso ao utilizaram suco de acerola para a suplementagio
alimentar de criangas com baixos niveis de vitamina C sérica (0,20-0,80 mg/dL) em creches da
Paraiba. O uso do suco de acerola promoveu um aumento significativo nos niveis médios de
vitamina C e de hemoglobina ap6s 35 dias de suplementagdo. Assim, tendo em vista a
disponibilidade e o baixo custo deste fruto na regido, os autores indicaram a inclusao da acerola em
programas de alimentagao para populagdes de alto risco para a anemia.

A vitamina C ¢ um nutriente necessario ao ser humano e as suas fungdes bioldgicas estdo
centradas em propriedades antioxidantes em sistemas bioldgicos evitando comuns processos
degenerativos. Acerola é, portanto, um notavel recurso de alimento funcional (Hanamura et al.,
2008) e além das grandes quantidades de vitamina C, apresenta -caroteno e minerais tais como
calcio e fosforo, fibra vegetal e uma pequena quantidade de vitamina B (Motohashi et al., 2004).

Virios estudos demonstraram que os extratos de acerola apresentam interessante atividade

biologica e efeitos sobre a satide. Motohashi et al. (2004) e Schreckinger et al. (2010) reuniram
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inimeros trabalhos sobre o uso e potenciais usos dos extratos de acerola como: fitoestrogeno,
antioxidante para a prevengdo de doencas associadas ao envelhecimento, tais como cancer,
hipertensdo, arteriosclerose e infarto do miocardio; extratos de polifenol de acerola tem
demonstrado capacidade para clarear a pigmentagdo da pele inibindo a melanogénese, efeito
preventivo contra a hiperglicemia no estado pos-prandial. Aceronidin, um novo flavonoide presente
na acerola, demonstrou atividade antioxidante inibidora contra a-glucosidase e a-amylase, atividade
anti-inflamatoria, atividade citotoxica especifica a tumores, sugerindo possiveis aplicagdes para
terapia contra o cancer. Além disso, a aceroleira também apresentou atividade antimicrobiana.

Os extratos de folhas e frutos de aceroleira mostraram uma atividade antifiungica muito boa
contra trés dermatofitos (Epidermophyton floccosum (Harz) Langeron & Miloch., Microsporum
canis E. Bodin ex Guég. e Trichophyton rubrum (Castell.) Sabour.), sendo que 75% dos extratos
foram ativos e o melhor solvente foi o etanol (Céceres et al., 1993). Também foi verificada
atividade antibacteriana sobre a bactéria Gram-positiva Staphylococcus epidermidis, mas 0s

extratos foram ineficazes sobre bactérias gram negativas e leveduras (Motohashi ef al., 2004).

2.2 Fungos endofiticos

Os fungos sdo organismos eucaridticos quimio-heterotréficos, amplamente distribuidos na
natureza. Estes sdo extremamente diversos e desempenham intimeras func¢des nos ecossistemas,
atuando como decompositores da matéria orginica e na ciclagem de nutrientes, como parasitas e
mutualistas. Para se adaptarem aos diversos nichos que ocupam sdo capazes de produzir inlimeros
metabolitos, que podem ser benéficos ou maléficos para o homem (Tortora ef al., 2005).

Entre os grupos de fungos associados aos vegetais, os endéfitos vém ganhando destaque nas
ultimas décadas e a explosdo de publicacdes sobre a temadtica (de 0,8 documentos na década de
1970 para mais de 200 artigos por ano de 2000 a 2006) demonstra a importancia desse grupo
(Arnold, 2007). Os motivos para o aumento de trabalhos envolvendo os endofitos sdo a importancia
ecologica e biotecnologica do grupo, bem como a simplicidade das técnicas de isolamento que
viabilizam a obten¢@o de micro-organismos (Araujo et al., 2010).

De acordo com Petrini (1991) os endofiticos sdo “todos os organismos habitando os 6rgaos
de plantas que em algum momento de sua vida, podem colonizar os tecidos internos das plantas sem
causar dano aparente ao hospedeiro”. Essa defini¢do ¢ a mais comumente citada, no entanto ha
inimeras outras. Os autores Hyde e Soytong (2008) reuniram e detalharam 12 diferentes definigdes

propostas para os endofitos, principalmente fungos.
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As informagdes contidas no Quadro 1 demonstram que a escolha da definicdo do termo

endofitico ¢ critica, ja que as mesmas nem sempre sdo equivalentes e podem incluir ou excluir um

determinado grupo de micro-organismos.

Quadro 1. Defini¢des do termo endofitico.

10

11

12

O termo endo6fito foi introduzido por De Bary e por algum tempo foi aplicado para “qualquer organismo
encontrado no interior de tecidos vegetais” (De Bary, 1866)

“Mutualistas, os fungos que colonizam os tecidos vivos das partes aéreas de plantas e ndo causam sintomas
de doengas” (Carroll, 1986)

“Fungos que formam infec¢des inaparentes em folhas e caules de plantas saudaveis” (Carrol, 1988)

“Fungos como colonizadores de tecidos internos vivos de suas plantas hospedeiras” (Rollinger e
Langenheim, 1993)

“Todos os organismos habitando os 6rgaos de plantas que em algum momento de sua vida, podem colonizar
os tecidos internos das plantas sem causar dano aparente ao hospedeiro” (Petrini, 1991)

“Um grupo que coloniza os tecidos internos vivos de plantas sem causar algum imediato ou evidente efeito
negativo” (Hirsch e Braun, 1992)

“Endofitos sdo quaisquer fungos isolados de tecidos internos de plantas assintomaticas” (Cabral et al., 1993)

“Fungos e bactérias que, em todo ou parte de seu ciclo de vida, invadem os tecidos vivos de plantas e causam
infec¢des inaparentes ou assimtomaticas totalmente dentro dos tecidos da planta, mas ndo causam sintomas
de doenga” (Wilson, 1995)

“Estratégia de infeccdo é considerada como importante na defini¢do do termo endéfito” (Wilson, 1995)

“0O termo endo6fito deveria ser claramente definido em qualquer estudo” (Brown et al., 1998)

“Endofito verdadeiro — fungos em que a colonizagdo nunca resulta em sintomas visiveis de doenga” (Mostert
et al., 2000)

“Fungos que colonizam uma planta sem causar sintomas visiveis de doengca em nenhum momento especifico”
(Schulz e Boyle, 2005)

Fonte: Hyde e Soytong (2008).

A primeira definicdo descrita no Quadro 1 proposta por De Bary em 1866 (apud Hyde e

Soytong, 2008), abrange todos os fungos que habitam o interior de plantas em situagdes de

infecgdes sintomaticas ou ndo. Somente no final do século XX com a intensificagdo dos estudos

sobre endofitos, novas definicdes foram propostas. Carroll (1986 apud Hyde e Soytong, 2008)

deixou claro a segregacdo dos fitopatégenos dos endofitos e mais tarde abrangeu a restricdo aos
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fungos epifiticos, e excluiu os colonizadores de raizes (Carroll, 1988) (Quadro 1). Entretanto, a
maioria das defini¢cdes subsequentes comportam a inclusdo de micro-organismos isolados de raizes,
embora os fungos micorrizicos, geralmente, sao desconsiderados (Hyde e Soytong, 2008). A
defini¢do de Petrini (1991) ¢ uma expansdo da defini¢do de Carroll (1986 apud Hyde e Soytong,
2008; 1988) (Quadro 1), e suporta a presenca de espécies de fungos tipicamente patogé€nicos no
interior da planta na condi¢do de endéfito, uma vez que na definicdo, um organismo para ser
endofito deve ser capaz de colonizar, em, pelo menos, algum periodo de seu ciclo de vida, os
tecidos internos da planta sem causar dano aparente ao seu hospedeiro. A inclusdo de um grupo
como endofito ¢ varidvel, sendo ainda atrelada ao conceito adotado pelo autor. Azevedo et al
(2002), por exemplo, consideraram os fungos micorrizicos e as bactérias que formam nddulos nas
raizes de plantas como micro-organismos endofiticos.

Maheshwari (2006) destaca a importancia da demonstracdo das hifas nos tecidos vivos da
planta hospedeira para que um fungo possa ser considerado um endofito. A investigacdo da
coloniza¢do inter ou intracelular por fungos podera possibilitar uma melhor compreensdo da
interacao hospedeiro-endofitico. Por exemplo, a colonizagdo intracelular por fungos endofiticos
indica uma alta interagdo entre eles, positivamente selecionados em um evento de co-evolugdo
(Garcia et al., 2012). A analise da presenca de fungos endofiticos por meio da microscopia optica ¢
difundida para avaliar a ocorréncia de fungos endofiticos demacios (do inglés dark septate
endophytic fungi - DSEF) em raizes de plantas. Pereira ef al. (2011) utilizando raizes tratadas de
arroz-silvestre (Oryza glumaepatula Steud.) para a observagdo direta ao microscopio de luz,
puderam estabelecer a taxa de colonizagdo de DSEF em duas diferentes areas na Amazonia,
avaliando a presenca de hifas melanizadas septadas e de microesclerécios. Com a microscopia de
luz e técnicas de microscopia eletronica de varredura, Garcia et al. (2012) observaram fungos
endofiticos colonizando os espagos inter e intracelular de folhas da planta medicinal saboneteira
(Sapindus saponaria L.).

Desde o final do século XX o interesse aumentou e novos aspectos de relevancia ecologica e
farmacologica envolvendo micro-organismos endofiticos sao continuamente descobertos (Araujo et
al., 2002; Siqueira et al., 2011). Esses micro-organismos podem ser encontrados no interior de
praticamente todas as espécies vegetais, sendo encontrados colonizando: musgos, samambaias,
sementes de plantas, plantas tropicais, do artico, em campos agricolas e ambientes naturais
biologicamente diversos (Arnold, 2007). Considerando que poucas das 300.000 espécies de plantas
existentes no Planeta foram analisadas quanto a microbiota endofitica, a oportunidade de encontrar
novos micro-organismos e estes serem produtores de compostos Uteis para a medicina, agricultura e

industria é grande (Strobel e Daisy, 2003). Com relag@o a descoberta de novas espécies de fungos
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podemos citar: Bussaban et al. (2003) que identificaram trés novas espécies de Pyricularia (P
kookicola , P. longispora e P. variabili) como endofitas de duas espécies de gengibre selvagem, na
Tailandia; Zhang et al. (2007) que identificaram Trichoderma taxi como endofito de Taxus mairei
de uma reserva natural na China; e Siqueira et al. (2008) que identificaram Corynespora
subcylindrica como endéfito de Alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.), planta medicinal do

Brasil.

2.2.1 Dinamica da interagdo fungo endofitico-planta hospedeira

Os componentes da comunidade endofitica se inter-relacionam dentro da planta em um
balanco harmonico, cuja composi¢do, forma de colonizagdo e transmissdo variam em fun¢ao do
hospedeiro e das condi¢des ambientais (Peixoto-Neto ef al., 2002).

Os endofitos podem ser transmitidos de forma vertical e/ou horizontal & planta hospedeira.
Na transmissao vertical o fungo, ja difundido sistemicamente nos tecidos vegetais, ¢ passado via
sementes para os descendentes da planta hospedeira. Essa forma de transmissao ¢ mais comum em
gramineas, cujas caracteristicas como o pequeno tamanho, morfologia e posicdo dos meristemas
fornecem mais oportunidades para o crescimento sistémico e subsequente transmissao vertical dos
fungos. A transmissao horizontal se d4 por meio de esporos de origem assexual e sexual. Esse tipo
de transmissao gera colonizagdes localizadas em alguns tecidos e 6rgaos vegetais e ¢ sem duvida a
forma mais comum de transmissdo e pode ser encontrada em todos os tipos de plantas (Saikkonen
et al., 2004). Na transmissdo horizontal, os endo6fitos podem entrar no hospedeiro através da zona
radicular, de aberturas naturais, como estdmatos presentes nas partes aéreas da planta (Saikkonen et
al., 2004; Maheshwari, 2006), de aberturas causadas por animais e pela produgdo de enzimas
facilitando sua penetrag@o (Schulz e Boyle, 2005).

Zabalgogeazcoa (2008) levantou um paradoxo relacionado a compreensdo dos mecanismos
da transmissao horizontal de endofiticos: para a transmissao horizontal ocorrer, o indculo endofitico
deve ser produzido e disperso. Mas em um hospedeiro assintomatico, onde e quando o inoculo ¢
produzido? De acordo com o autor, no caso de fungos endofiticos que podem ser saprébios latentes,
o in6culo pode ser produzido quando o tecido hospedeiro infectado morre, o que torna a serapilheira
uma importante fonte de indéculo de fungos endofitico. Em outras situagdes, o inéculo pode ser
produzido de uma forma discreta em hospedeiros infectados. Além de insetos fitofagos, que podem
participar na propagacao de micro-organismos endofiticos, ja que os esporos de algumas espécies

de fungos sdo resistentes a digestdo intestinal e estdo presentes em suas fezes.
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2.2.2 Fatores bidticos e abioticos que influenciam na frequéncia e composi¢do dos fungos

endofiticos

Entre os fatores bidticos, além da disponibilidade dos esporos, hé a interferéncia do genotipo
e fendtipo da planta e interagdes com outros micro-organismos na planta (Ahlholm et al., 2002).
Baynes et al. (2012) verificaram que a presenca do nematdide fungivoro, Paraphelenchus
acontioides Taylor & Pillai influenciou a frequéncia relativa de fungos na comunidade endofitica de
Bromus tectorum L. Por meio de experimentos em laboratorio e casa de vegetagdo, os autores
verificaram que P. acontioides preferiu Fusarium cf. torulosum a outros fungos endofiticos e que a
abundancia relativa de F. cf. torulosum dentro da comunidade endo6fito foi aumentada na presenga
do nematoide em plantas experimentais. E sugeriram que o nematoide fungivoro estudado, usa
plantas vivas para cultivar ou aumentar a abundancia relativa de seu fungo de preferéncia. Outra
interacdo que beneficiou o endofito foi verificada por Estrada et al. (2012), quando demonstraram
que o fungo endofitico Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg pode ter uma biomassa de 10 a 20
vezes maior quando co-inoculado com o patogeno Ustilago maydis (DC.) Corda, em comparagao
com o crescimento do endéfito sozinho na planta.

A especificidade ao hospedeiro ¢ outro fator bidtico que pode influenciar na frequéncia e
composi¢ao dos fungos endofiticos. Estima-se que existam 1,5 milhdo de espécies fungicas, destas
apenas 74 mil sdo correntemente conhecidas. No entanto, essa escala de diversidade de espécies
estd em aberta discussdo. Arnold ef al. (2001) ao estudarem a comunidade de fungos endofiticos de
nove espécies arboreas neotropicais representando nove familias vegetais no Panama, verificaram
que os isolados obtidos apresentaram alta especificidade, uma vez que, das 418 morfoespécies de
fungos endofiticos obtidas apenas 140 foram novamente isoladas em outras folhas durante toda a
amostragem da pesquisa. Arnold et al. (2003) também encontraram alta especificidade dos fungos
endofiticos ao hospedeiro, uma vez que, dentre todos os géneros isolados das folhas de cacaueiro,
Ouratea lucens (Kunth) Engler. e Heisteria concinna Standl., 65,5% foram restritos a apenas um
hospedeiro. Com base nestes e em outros estudos, os autores sugerem que os fungos endofiticos sao
hiperdiversos nos tropicos e que a estimativa de 1,5 milhao de espécies de fungos pode subestimar a
diversidade deste grupo e que um importante fator ¢ a especificidade ao hospedeiro (Arnold et al.,
2001).

Huang et al. (2008) encontraram variacao na comunidade de fungos endofiticos de acordo
com o tipo de tecido estudado em um mesmo hospedeiro. Siqueira ef al. (2011) obtiveram uma
maior taxa de colonizacdo nas folhas (50, 4%) que no caule (35, 4%) de Alecrim-pimenta.

Concordando com os dados acima, Gond et al. (2012) verificaram maior taxa de coloniza¢ao nas
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folhas que no caule da planta Nyctanthes arbor-tristis L. e do total de 19 taxons de fungos
endofiticos isolados, 18 foram obtidos das folhas e 10 do caule. Chen et al. (2011) também
verificaram significativa diferenca na quantidade de fungos isolados de acordo com o tecido
vegetal, em contrapartida, o caule foi o que apresentou maior colonizagdo (50%), seguido das folhas
(42,3%) e raiz (7,7%) de Huperzia serrata (Thunb.) Trevis.

Os fatores abidticos que podem influenciar na dindmica do fungo endofitico e planta
hospedeira incluem: temperatura ¢ umidade do ambiente, composi¢ao do solo e outros. O regime de
chuvas, por exemplo, pode influenciar fortemente a dispersdo e a germinacdo dos esporos dos
fungos endofiticos (Carroll, 1988). Os resultados obtidos por Arnold et al. (2003) indicam que a
chuva, orvalho ou névoa favoreceram a entrada do fungo endofitico no interior das folhas ou
plantulas de cacau. Estes pesquisadores ainda verificaram que a maior densidade de endofitos
encontrada em folhas maduras pode estar associada ao tempo de exposicdo ao ambiente necessario
na transmissdo horizontal. Faeth e Fagan (2002) verificaram que a variacdo do fluxo de nitrogénio
pode determinar a producdo de alcaldides por fungos endofiticos associados a planta hospedeira. O
modelo grafico apresentado pelos autores prevé que a baixa produgdo de alcaldides por fungos
endofiticos deve persistir em populagdes quando os nutrientes do solo e herbivoria sdo baixos.
Alternativamente, alta produgdo de alcaldide por endodfitos é favorecida sob aumento da herbivoria
e aumento do nitrogénio no solo.

Arnold e Lutzoni (2007) verificaram que a diversidade de endofitos, tanto em niveis
individuais quanto em comunidade de plantas aumentou com latitude decrescente (ou seja, a partir
dos polos ao equador). Além disso, eles também relataram que os fungos endofiticos isolados dentro
de uma zona biogeografica especifica (ou seja, artico, temperado ou tropical) foram muitas vezes
ausentes em outras regioes. Outros estudos em florestas tropicais reforgam a informacao de que a
diversidade de fungos endofiticos ¢ maior nos tropicos que nas regides temperadas (Cannon e
Simmons, 2002). No entanto, estudos posteriores sugerem cautela antes de considerar que os fungos
endofiticos sdo hiperdiversos em espécies vegetais de ambientes tropicais. Suryanarayanan et al.
(2003) ao investigarem a micobiota endofitica de 24 arvores de duas florestas tropicais secas
(espinhosa e decidua) no sul da India, obtiveram uma curva de acumulagdo de espécies diferente da
curva progressiva obtida para uma floresta tropical umida (Arnold et al., 2001), ja que o nimero de
espécies endofiticos s6 aumentou inicialmente de forma significativa com o niimero de isolados.
Esse estudo e o de Cannon e Simmons (2002), com 12 espécies arboreas da Guiana, sugeriram que
para algumas espécies de ecossistemas tropicais a diversidade de endofitico ndo ¢ alta.

As espécies de fungos endofiticos mais frequentemente isoladas nos trépicos pertencem ao

filo Ascomycota. Espécies de Basidiomycota e Zygomycota também sao isoladas como endofitas,
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mas representam um menor numero (Schulz e Boyle, 2005). Em plantas brasileiras, espécies de
Ascochyta Lib., Cladosporium Link, Colletotrichum/Glomerella, Fusarium Link., Guignardia Viala
& Ravaz, Mucor P. Micheli ex L., Nodulisporium Preuss, Pestalotia De Not., Phomopsis Sacc. &
Roum., Phyllosticta Pers., Rhizopus Ehrenb. e Xylaria Hill ex Schrank sdo as mais frequentes
(Peixoto-Neto et al., 2002). Ainda ha o grupo de fungos ndo esporulantes ou Mycelia sterilia,
comumente relatados em trabalhos envolvendo fungos endofiticos (Suryanarayanan et al., 2000;
Huang et al., 2008).

No levantamento de trabalhos envolvendo fungos endofiticos de plantas tropicais, pode se
verificar que essa comunidade tende a ser composta por uma ou poucas espécies dominantes, e
geralmente estas sdo generalistas, ou seja, sdo encontradas em diferentes plantas hospedeiras
taxonomicamente nao relacionadas (Tabela 1). Estes taxons generalistas e dominantes podem
refletir o sucesso destes em ocupar o interior de tecidos vegetais, interferindo também na

diversidade encontrada (Suryanarayanan et al., 2003).

Tabela 1. Relagdo de fungos endofiticos considerados dominantes em diferentes plantas hospedeiras taxonomicamente
ndo relacionadas.

Género/Espécie Planta Tecido Vegetal Local Autor (es)

Aternaria alternata (Fr.)
Keissl. e Cladosporium
cladosporioides (Fresen.)

Nyctanthes arbor-tristis L.~ Folha e caule india Gond et al. (2012)

G.A. de Vries
Theobroma cacao L. e

Colletotrichum Corda Ouratea lucens (Kunth) Folha Panama  Arnold ef al. (2003)
Engl.

Colletotrichum e Passiflora edulis f. sp. . .

Fusarium Link. flavicarpa O. Deg. Folha, caule e raiz Brasil Luz et al. (2006)

C. gloeosporioides C . Siqueira et al.

(Penz.) Penz. & Sacc. Lippia sidoides Cham. Folha e caule Brasil 2011)

C. gloeosporiodes Hevea brasiliensis (Willd. ex Folha Brasil Déon et al. (2012)

A. Juss.) Miill. Arg.

Colletotrichum musae

(Berk. & M.A. Curtis)

Arx, Cordana musae Musa acuminata Colla Folha Brasil Pereira et al. (1999)
(Zimm.) Hohn. e Xylaria

Hill ex Schrank

Colletotrichum,
Nodulisporium Preuss, Doze espécies de arvores Folha Guiana Cannon e Simmons
Pestalotiopsis Steyaert e florestais (2002)

Phomopsis Sacc. & Roum.

Artemisia lactiflora Wall. ex
DC., Artemisia capillaris
Colletotrichum, Thunb., Strophanthus
Phomopsis e Xylariales divaricatus (Lour.) Hook. &
Arn. e Hoya carnosa (L. 1)
R. Br.

Folha, caule,
flor/inflorescéncia China Huang ef al. (2008)
fruto e raiz
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Continuagao Tabela 1.

Género/Espécie Planta Tecido Vegetal Local Autor (es)

Davidiella tassiana (De Colobanthus quitensis

Not.) Crous & U. Braun  (Kunth) Bartl. Folha Antirtica  Rosa et al. (2010)

. Romero et al.
Parthenium hysterophorus

Fusarium L Folha México  (2001)

Fusarium e

Phaeoacremonium W. Agquilaria sinensis (Lour.) .

Gams, Crous & M.J. Spreng. Caule China Cui et al. (2011)

Wingf.

Glomerella Huperzia serrata (Thunb.) Chen et al. (2011)

(Colletotrichum) e . ’ Folha, caule e raiz China ’
Trevis.

Hypoxylon Adans.

Fonte: O Autor (2013).

O local onde se encontra o vegetal hospedeiro pode influenciar a comunidade de fungos
endofiticos. Romero et al. (2001) isolaram fungos endoéfitos de folhas da erva daninha Parthenium
hysterophorus L. em trés locais no Estado de Veracruz, México e em duas épocas no ano de coleta.
Os autores verificaram que o local de coleta influenciou no isolamento de espécies, sendo que
apenas Alternariaster helianthi (Hansf.) E.G. Simmons (= Alternaria helianthi Hansf.) foi comum a
todos os locais de coleta. Algumas espécies de fungos endofiticos foram especificas para a época de
coleta, o que influenciou na riqueza total de espécies obtida ao final da pesquisa, sendo: A.
alternata, Penicillium funiculosum Thon, Periconia Tode e “Espécie ndo identificada 1” obtidas
apenas na coleta do més de junho, enquanto que as espécies Khuskia oryzae H.J. Huds. (=
Nigrospora oryzae (Berk. & Broome), Curvularia brachyspora Boedijn, “Levedura 17, “Levedura
2”, “Espécie ndo identificada 2, 3, 4, 5 e 6” foram restritas ao més de novembro. Cui et al. (2011)
verificaram que Chaetomium Kunze e Pichia E.C. Hansen foram isolados apenas da planta
Agquilaria sinensis (Lour.) Gilg da provincia de Hainan e outros nove géneros foram somente
encontrados na provincia de Yunnan na China. De acordo com Davis e Shaw (2008) a distancia
geografica, e ndo a filogenia do hospedeiro, explica melhor as diferencas entre as comunidades. Os
testes de especificidade a regido e ao hospedeiro, realizados pelos autores revelaram que a
comunidade de endofitos dentro de uma area geografica ¢ mais semelhante entre si do que em
hospedeiros estreitamente relacionados.

Alguns grupos de fungos endofiticos ndo mostram especificidade ao local, época e espécie
de planta. Como foi verificado por Pereira ef al. (1999) ao estudarem 2400 fragmentos de folhas de
bananeiras (Musa acuminata Colla) de trés localidades do Estado de Sao Paulo, verificaram que o

padrao de distribui¢do dos fungos endofiticos foi similar nas diferentes localidades. Fungos
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generalistas que ndo mostraram especificidade ao local de coleta também foram relatados por
Knapp et al. (2012). Estes autores estudaram o grupo dos fungos DSEF em raizes de plantas
arboreas e gramineas (nativa e invasoras) no semiarido na Hungria. Os autores baseados, também,
em estudos anteriores levantaram a hipdtese que as plantas do semiarido compartilham membros
dominantes comuns da comunidade de DSEF em uma escala global.

Além da interferéncia na dinamica da interacdo micro-organismo endofitico-planta
hospedeira exercida pelo tipo de tecido vegetal, época de coleta/condigdo climatica e local de
coleta, fatores inerentes a pesquisa, tais como, a metodologia empregada no isolamento, incluindo o
esfor¢o amostral, influenciam de forma direta na comunidade endoéfita recuperada. Gamboa e
Baymam (2001) sugeriram que quanto menores e mais dispersos os fragmentos de planta
amostrados, maior a probabilidade de se aproximar dos valores reais de diversidade da comunidade
de fungos endofiticos.

Scholtysik et al. (2012) analisaram a distribui¢do vertical da comunidade de fungos
endofiticos foliares da planta florestal de grande porte Fraxinus excelsior L. na Europa. Os autores
verificaram que o nivel superior da copa da planta em que as folhas estdo mais expostas ao sol
exibiu a menor taxa de colonizagdo e riqueza de espécies. Um padrdao semelhante foi verificado por
Unterseher et al. (2007) ao estudarem plantas florestais, também em uma regido de clima
temperado. Eles verificaram, como uma tendéncia geral, que os fungos endofiticos estavam
presentes em maior niumero nos niveis da copa com menor exposicdo solar. No entanto, as
diferengas no numero de isolados entre as folhas mais expostas ao sol e as folhas na sombra e entre
os periodos de coleta (primavera e outono) foram mais evidentes para a planta Quercus robur L.
quando comparada com as outras espécies de arvores estudadas. Gamboa e Bayman (2001)
estudaram a distribui¢do vertical da comunidade de fungos endofiticos da planta tropical Guarea
guidonia (L.) Sleumer e obtiveram dados contrarios entre um local de coleta e outro. Foi verificado
que na area de El Verde a diversidade e o niimero de espécies foram maiores no apice da copa,
enquanto na area de Las Piedras foi na parte inferior da copa da planta. Assim, a amostragem deve
incluir varios niveis da copa da planta, ja que folhas do &pice podem ter uma composicao diferente

de endofiticos das folhas de ramos basais.
2.2.3 Beneficios da relagdo entre fungo endofitico e planta hospedeira
Os fungos endofiticos podem estabelecer uma relagdo simbidtica com o hospedeiro,

contribuindo de maneira significativa no processo de adaptacdo da planta com o meio. Esta

interagdo envolve a produg¢do de compostos que diminuem a herbivoria sobre os tecidos vegetais ou
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conferem resisténcia a fitopatdégenos, além da producdo de fitoreguladores que podem aumentar o
desenvolvimento vegetal (Azevedo et al., 2000; Peixoto-Neto et al., 2004). Certos endofiticos
também melhoram a adaptabilidade de seus hospedeiros aumentando sua tolerancia aos ambientes
com estresse (Azevedo et al., 2002) e solos contaminados por metais pesados (Likar e Regvar,
2009).

O crescimento da planta hospedeira pode ser incrementado pela presenga de fungos
endofiticos. Luz et al. (2006) selecionaram quinze fungos endofiticos capazes de promover o
crescimento de mudas de maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis f. sp. flavicarpa O. Deg.),
estando entre os melhores EM173 (Alternaria sp.), EM155 (Fusarium sp.), EM139 (Curvularia
sp.), EM20 (Colletotrichum sp.), EM6 (Acremonium sp. Link) e EM151 (Colletotrichum sp.). Estes
fungos proporcionaram incrementos na biomassa fresca da parte aérea (108, 4%) e da raiz (204,
4%) e biomassa seca da raiz (70, 2%) aos 90 dias apos a inoculagdo. Bae et al. (2009) também
verificaram um efeito positivo da colonizagdo do fungo endofitico Trichoderma hamatum (Bonord.)
Bainier, tanto na promogao do crescimento quanto na resposta a seca em cacaueiro. A coloniza¢ao
por T. hamatum, com ou sem exposicao a condi¢cdes de seca, promoveu um aumento da biomassa
fresca e peso seco da raiz e teor de 4gua na raiz. As mudas que foram colonizadas murcharam mais
lentamente em resposta a seca.

Apesar da complexidade e variabilidade das interagdes fungos endofiticos-planta hospedeira,
caracteristicas como modo de transmissdo e os padroes de infec¢do e fatores ecoldgicos
(concorréncia com outros micro-organismos, estrutura espacial de populagdes, fatores abioticos e
predicdes da associacdo de endofito-planta) sdo susceptiveis de mudangas ao longo dessa interacao

(Saikkonen et al., 1998).

2.3 Plasticidade ecologica das espécies de fungos endofiticos

Por defini¢ao (Quadro 1), os fungos endofiticos se distinguem dos epifiticos (aqueles que
vivem na superficie das plantas) e dos fitopatdgenos (aqueles que causam doengas nas plantas). As
diferengas entre estes grupos sdo consideradas de significado puramente didatico ja que a distancia
de uma condigdo para outra pode ser muito pequena. O que hd, na realidade ¢ um gradiente com
interfaces entre endofitos, epifiticos e patogenos (Peixoto-Neto et al., 2002).

Em seu artigo de revisdo, Arnold (2007) cita trabalhos em que a comunidade endofitica
conttm uma variedade de espécies classicamente epifiticas, incluindo A. alternata, C.
cladosporioides, Epicoccum pupurascens e os géneros Phoma, Aureobasidum e Chaetomium.

Como possiveis explicagdes reunidas para esta observacdo, estdo: a coloniza¢do subcuticular, mas
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ndo realmente endofita do fungo que pode persistir por meio de métodos tipicos de desinfestacdo
superficial ou que os fungos na condicdo de epifiticos podem estar especialmente propensos a
estabelecer colonizagcdo como endoéfitos quando as condi¢des exteriores sao indspitas. Apesar de no
interior das folhas ocorrerem mudangas nas condi¢cdes de temperatura e outros fatores, as
superficies das folhas podem ser consideradas muito mais extremas em termos de estresse abidtico
(Arnold, 2007).

O comportamento ecologico das diferentes espécies de fungos endofiticos em associagao
com a planta hospedeira ainda nao ¢ totalmente claro, podendo variar de mutualista ou simbiotico
para antagdnico ou ligeiramente patogénico (Saikkonen et al., 1998; Schulz e Boyle, 2005; Arnold,
2007), ou ainda ser neutro, como inicialmente foi considerado na década de 70 (Azevedo et al.,
2000). Diante do exposto, a categorizagao de um enddfito em um grupo ecologico fixo ¢ uma tarefa
muito dificil.

Rodriguez e Redman (2008), discutem sobre a categorizacao dos fungos endofiticos como
patogenos, saprobios ou mutualistas, apoiando a questdo que isolados fungicos de uma mesma
espécie ou género podem apresentar uma plasticidade ecoldgica significativa. No caso, analises de
espécies de Colletotrichum, género frequentemente isolado como endofito de plantas tropicais,
indicam que a expressdo do comportamento parasita ou mutualista dependem do genoétipo da planta
hospedeira. Tal hipotese foi exemplificada por estudos que demonstraram que espécies de
Colletotrichum classificadas como virulentas em algumas plantas (C. magna (Jenkins & Winstead)
Bhairi, Buckley, Staples do meldo; C. acutatum J.H. Simmonds e C. gloesporioides do morango),
em outras hospedeiras (C. magna do tomate; C. acutatum e C. gloesporioides do meldo), além de
ndo causarem doencas promoveram a resisténcia a doengas, aumento de crescimento e/ou tolerancia
a seca estabelecendo uma relagcdo mutualistica com a planta.

Os fungos endofiticos mais isolados no estudo de Romero et al. (2001) em folhas de P.
hysterophorus também sdo encontrados como fitopatdogenos da mesma. Da mesma forma que
alguns agentes patogénicos podem ter uma fase latente dentro do tecido do hospedeiro, e alguns
saprobios também podem ser parasitas facultativos, alguns endofitos podem se tornar patogénicos
diante da reducdo dos mecanismos de defesa da planta hospedeira em resposta a algum estresse.
Essa informag¢do nos remete a considerar a questdo referente aos endofitos como patdgenos latentes
ou isolados hipovirulentos. A fase latente representa uma condi¢do especifica em que o fungo pode
desenvolver sintomas ou causar alteragdes na fisiologia da planta hospedeira. A habilidade dos
fungos endofiticos em colonizar os tecidos internos da planta hospedeira garante a ocupagdo
precoce e posse de recursos, antes que a coloniza¢do por outros fungos possa ocorrer, além da

produgdo de alcaldides, terpenos e outros, durante a fase simbiontica (Romero et al., 2001).
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Ha trabalhos que apoiam a possibilidade de que isolados resgatados de tecidos sadios,
possam ser formas latentes do patdégeno. Martins (2005), comparou espécies endofiticas e
patogénicas de Fusarium através de andlises de regides do espagador interno transcrito (ITS -
Internal Transcribed Spacer), andlise de restrigdo do rDNA amplificado (ARDRA - Amplified
Ribossomal DNA Restriction Analysis) e sequenciamento, € ndo conseguiu verificar diferengas
genéticas entre isolados patogénicos e endofiticos de Fusarium sp. Lana et al. (2011) com base em
analises genéticas (DNA amplificado ao acaso ou RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA) e
fisiologicas (patogenicidade e atividade enzimatica extracelular) também ndo conseguiram separar
os isolados considerados endofiticos dos patogénicos de Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime
& Phillips-Mora (= Crinipelis perniciosa) do cacaueiro. Alguns isolados endofiticos apresentaram
patogenicidade semelhante a dos isolados obtidos como fitopatégenos, quando inoculados em
mudas de cacau. De acordo com os autores, os resultados indicam que os isolados de M. perniciosa
obtidos de tecidos saudaveis pode ser um patégeno que € capaz de colonizar a planta resistente a
doenga sem causar sintomas aparentes. Outra questdo levantada é que a capacidade de induzir
sintomas de doenca pode estar sob o controle de alguns genes, o que ndo poderia ser detectado pela
analise molecular realizada (Lana et al., 2011).

Déon et al. (2012) verificaram que C. cassiicola associada a seringueiras (Hevea
brasiliensis (Willd. ex A. Juss.) Miill. Arg.) pode evoluir de um comportamento endofitico para um
saprofitico ou para um potencialmente patogénico. No ensaio com folhas destacadas, um isolado
endofitico teve o mesmo perfil de patogenicidade do isolado patogénico utilizado como referéncia
sugerindo que trata-se de um patogeno latente; outros isolados desenvolveram sintomas tardios,
durante o curso da infecgdo, sugerindo capacidade saprofitica. Os autores verificaram ainda que os
isolados endofiticos, assim como o patégeno de referéncia, apresentaram e expressaram o gene
(Casl) que codifica a “cassiicolin”, toxina produzida na fase inicial de infec¢do no hospedeiro.

Em contrapartida, Azevedo et al. (2000) divulgaram em uma revisdo a diferenciagdo
genética ¢ morfologica entre isolados de Guignardia citricarpa, espécie do agente causal da
“mancha preta dos citros”, obtidos de lesdes (fitopatogenos) e de isolados dessa mesma espécie,
sendo estes procedentes de tecidos saudaveis (endofitos). Espécies do género Guignardia também
puderam ser diferenciadas em patogenas e endéfitas pelo teste do meio de cultura Aveia-Agar, em
que os patogenos sdo caracterizados pela formacdo de um halo amarelo (Baldassari et al., 2008). A
eficiéncia deste teste foi comprovada em testes de patogenicidade a campo e andlises genéticas
(Baldassari et al., 2008; Wickert et al., 2009).

Saikkonen et al. (2004) sugerem que a mudanga do fendtipo de viruléncia para aviruléncia

pode ser rapida, na medida que até mesmo uma mutacdo de um unico locus pode converter
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fendtipos fungicos de patogenicidade ao de um endofito simbionte ndo patogénico ou vice-versa.
Huang et al. (1995) verificaram que mutantes incapazes de expressar o gene Cap20, gene
relacionado a formacdao de apressorios por C. gloeosporioides, mostraram uma viruléncia
drasticamente diminuida em abacate e tomate. Maciel et al. (2010) verificaram que o gene Cap20
também estd presente em outras espécies de Colletotrichum e pode estar relacionado a
patogenicidade nessas espécies também.

A caracterizagdo genética associada a aspectos fisiologicos, como a produgdo enzimatica,
parece contribuir para elucidar a base da patogenia e endofitismo de algumas espécies de fungos.
Romao et al. (2011) analisaram que G. citricarpa (isolado patogénico) produziu quantidades
significativamente maiores de amilases, endoglucanases e pectinases, em comparagcdo com G.
mangiferae (isolado endofitico), sugerindo que estas enzimas podem ser a chave para o
desenvolvimento da mancha preta em citrus, sendo a producdo de pectinase a principal enzima que
diferencia estas espécies de Guignardia. Maccheroni Jr. et al. (2004) verificaram que o pH do
ambiente, fator importante na secrecao de enzimas, influenciou de maneira distinta a produgdo de
proteases por isolados endofiticos, fitopatogénicos e entomopatogénicos de diferentes espécies de
Colletotrichum.

Uma vez que o fungo entra na planta ele pode comportar-se como um endéfito ou como um
agente patogénico; mas o que regula qual comportamento seguird ainda ¢ uma questdo a ser
respondida, ja que hd uma grande variagdo de resposta de acordo com o tipo de hospedeiro ¢ a
espécie estudada (endofita e/ou patdgena), como verificada nos estudos citados acima.

E importante ressaltar que as espécies endofiticas consideradas patogenas latentes ou
potencialmente patogénicas representam uma pequena propor¢dao das espécies que compdem a
comunidade de fungos endofiticos. Isto sugere que a penetracdo nos tecidos de plantas ndo ¢ um
processo particularmente associado a patogénese. Além disso, eles representam um grupo de
organismos com um bom potencial para aplicagio em melhoramento de plantas e controle de

doengas (Zabalgogeazcoa, 2008).

2.4 Producio de compostos antimicrobianos por fungos endofiticos

Os endofitos s3o uma moderna e relativamente inexplorada fonte de diversidade microbiana
produtora de metabdlitos biologicamente ativos e assim, terapeuticamente uteis € com aplicacdes na
agricultura e industria (Strobel e Daisy, 2003; Strobel et al., 2004).

Segundo Schulz e Boyle (2005), aproximadamente 80% dos fungos endofiticos produzem

compostos biologicamente ativos como: antibacterianos, fungicidas e herbicidas. Entre os exemplos
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mais citados que ilustra o interesse pelo potencial dos micro-organismos endofiticos ¢ o da sintese
do taxol, substancia extraida da arvore Taxus brevifolia Nutt., utilizada contra cancer de mama e de
utero. O fungo Taxomyces andreanea, isolado de T. brevifolia, assim como sua hospedeira, ¢ capaz
de sintetizar o taxol como forma de protecdo do vegetal (Stierle et al., 1993). Estudos recentes
verificaram que diferentes géneros de fungos endofiticos isolados de Taxus spp. sdo produtores de
taxol, destacando ainda que processos de fermentacdo usando estes fungos podem ser um modo
alternativo para a producao dessa substancia. Entre estes, C. gloeosporioides isolado de Justicia
gendarussa L. (Gangadevi e Muthumary, 2008), C. cladosporioides de Taxus media Rehder (Zhang
et al., 2009a), Aspergillus niger var. taxi D.P. Zhou, K. Zhao & Ping de T. cuspidata Siebold &
Zucc. (Zhao et al., 2009) e A. candidus Link de T. media (Zhang et al., 2009D).

Na literatura sao citadas outras substancias produzidas por endoéfitos como: Criptocandina A,
Criptocina, Pestaloside, Jesterona e Acido Coletétrico (Strobel, 2003; Strobel et al., 2004). A
Criptocandina A ¢ um antifingico lipopeptidico obtido do fungo endofitico Cryptosporiopsis cf.
quercina isolado da planta medicinal Tripterygium wilfordii Hook. f. nativa da Eurasia. Este
composto ¢ ativo contra Candida albicans e Trichophyton sp., patdogenos ao homem e contra fungos
fitopatogénicos como Sclerotinia sclerotiorum e Botrytis cinerea. A Criptocina ¢ um dacido
tetramico, com atividade antifungica também obtido a partir de C. cf. quercina. A Pestaloside e
Jesterona ambos com propriedades antifingicas e produzidas por fungos do género Pestalotiopsis,
endofito generalista comumente encontrado habitando plantas tropicais (Strobel, 2003; Strobel et
al., 2004). O Acido Coletotrico apresentou forte atividade contra algumas bactérias Gram-positivas
e o fitopatogeno Cochliobolus sativus (S. Ito & Kurib.) Drechsler ex Dastur (= Bipolaris
sorokiniana (Sacc.) Shoemaker), obtidos a partir de outro fungo considerado generalista nos
tropicos, C. gloeosporioides isolado como endofitico de Artemisia mongolica (Fisch. ex Besser)
Nakai planta chinesa com grande resisténcia contra herbivoros, fungos e bactérias fitopatogénicas
(Zou et al., 2000).

Viarios trabalhos investigando o potencial antimicrobiano de fungos endofiticos tém
mostrado resultados satisfatorios. Liu et al. (2001) estudaram a atividade antifungica de fungos
endofiticos isolados da planta medicinal chinesa Artemisia annua L. sobre os fitopatdgenos
Gaeumannomyces graminis, Fusarium graminearum, Rhizoctonia cerealis, Phytophthora capsici,
C. sativus e Gerlachia nivalis, encontrando isolados com agdo inibidora para todos os patégenos
avaliados. No isolamento realizado por Gond ef al. (2012) nove em cada 16 (56,25%) fungos
endofiticos de N. arbor-tristis exibiram atividade antifingica a um ou mais patdgenos fungicos.
Colletotrichum dematium inibiu 55,87% do crescimento radial do fitopatégeno C. lunata. A

atividade antibacteriana apresentada pelos isolados C. dematium e Chaetomium globosum foi
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verificada contra Shigella flexnii, Shigella boydii, Salmonella enteritidis e Salmonella paratyphi. J&
no estudo realizado por Siqueira et al. (2011), apenas 7,88% dos fungos endofiticos isolados de
diferentes partes da planta medicinal alecrim-pimenta apresentaram atividade no screening em meio
solido. Isolados das espécies endofiticas A. alternata, Phomopsis archeri, C. gloeosporioides,
Drechslera dematioidea e isolados do grupo Mycelia sterilia também foram submetidas ao ensaio
fermentativo e 90% deles apresentaram atividade contra Staphylococcus aureus, 30% contra
Bacilus subtilis e 10% contra Klebsiella pneumoniae.

A habilidade de produzir um metabolito bioativo ¢ varidvel mesmo para individuos de uma
mesma espécie ou género. Cui et al. (2011) verificaram diferengas na habilidade bioativa dos
fungos endofiticos, apesar de terem sido isolados a partir da mesma espécie de hospedeiro, e
pertencer ao mesmo género. Fusarium solani (YNASQ9) exibiu atividade antimicrobiana contra B.
subtilis, S. aureus e C. albicans, mostrando também atividade antitumoral contra a linhagem celular
SKOV3. Por outro lado, F solani (HNASO7) n3o teve nenhuma atividade antimicrobiana ou
antitumoral contra a linhagem de célula tumoral humana SKOV3, mas apresentou atividade
antitumoral contra outras quatro diferentes linhagens de células tumorais humanas (HepG2, MCF7,
HL-60 ¢ 293-T).

Estes resultados confirmam que os fungos endofiticos sdo um rico bio-recurso para a
exploragdo e descoberta de novos produtos naturais. Além das propriedades antimicrobianas,
antitumorais e imunossupressoras (Strobel e Daisy, 2003; Strobel et al., 2004; Cui et al., 2011), as
pesquisas indicam que a maioria das comunidades endofiticas contem espécies mutualistas que
ajudam as plantas a se adaptarem a diferentes situacdes de estresse, bidtico e abidtico

(Zabalgogeazcoa, 2008).

2.5 Potencial dos fungos endofiticos no controle de fungos fitopatogénicos

A aplicacdo dos fungicidas sintéticos ¢ considerada como uma das abordagens mais baratas
e mais comuns para o controle de doengas em plantas, porém, além de seus riscos para a saude
humana, também causam fortes desequilibrios no ambiente e podem desencadear o
desenvolvimento de gendtipos resistentes (Liu ef al., 2001). Os altos custos ambientais e
econdmicos devido ao uso de agrotoxicos na agricultura resultam num maior esfor¢o de pesquisas
direcionadas ao desenvolvimento de sistemas de controle de pragas e doengas através de agentes de
controle biologico. O controle biologico de doengas ¢ importante por ndo ser poluente; ndo ser
toxico; ndo provocar desequilibrio biologico; ser duradouro e aproveitar o potencial bidtico do meio

ambiente (Bettiol e Morandi, 2009).
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Nesse contexto, tem aumentado o numero de pesquisas buscando agentes potenciais de
controle bioldgico de fungos fitopatogénicos, entre estes agentes encontram-se 0S micro-organismos
endofiticos. Os fungos endofiticos estdo ganhando atengcdo como objeto de pesquisa e aplicagdes no
controle de fitopatégenos, porque muitas plantas associadas aos endofiticos t€ém mostrado
resisténcia aumentada a doencas. Por exemplo, os fungos endofiticos por habitarem um nicho
ecoldgico semelhante ao ocupado por fitopatogenos, podem, assim, controla-los por competi¢do por
recursos nutricionais e espaco, producao de substancias antibidticas que inibem o crescimento de
patdgenos, parasitando os patdogenos ou mesmo induzindo a planta a desenvolver resisténcia a
doenca (Azevedo et al., 2002; Clay, 2004; Zabalgogeazcoa, 2008).

Entre