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RESUMO

Os fungos endofiticos séo caracterizados por habitarem o interior dos tecidos
vegetais, sem causar dano aparente ao hospedeiro e sem produzir estrutura
externa visivel. Esses fungos podem conferir melhor desenvolvimento ao
vegetal e resisténcia contra doencas e pragas. O tomateiro (Solanum
lycopersicon L. = Lycopersicon esculentum Mill.), é considerada uma espécie
cosmopolita, e tem como origem a américa do sul. O tomate é um dos vegetais
mais cultivados no mundo, sendo o Brasil um dos maiores produtores mundiais
dessa olericola segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica —
IBGE. Devido a importancia dos fungos endofiticos em culturas agronémicas,
este trabalho teve por objetivo determinar a diversidade de fungos endofiticos
em folhas de tomate cereja Carolina em cultivos organico e convencional, no
municipio de Lagoa de Itaenga e Cha Grande, respectivamente. As folhas
coletadas foram fragmentadas, lavadas com agua corrente, desinfestadas e
posteriormente lavadas trés vezes em agua destilada esterilizada. Apés a
desinfestacdo, fragmentos foliares foram colocados em placas de Petri,
contendo meio de cultura batata dextrose agar (BDA). As placas foram
incubadas (28 + 2°C) por até quinze dias. Qualquer tipo de colbnia fungica
observada foi isolada, purificada e identificada. Analises morfolégicas e
moleculares foram realizadas para identificacdo das espécies. Foram obtidos
415 isolados fungicos, representados por 76 espécies, das quais 34 estavam
associadas exclusivamente ao tomateiro em sistema organico, 28 associadas
exclusivamente ao tomateiro em sistema convencional e 14 foram
compartilhadas entre os tomateiros nos dois sistemas de cultivo. As espécies
estdo distribuidas em 10 ordens (Pleosporales, Xylariales, Eurotiales,
Capnodiales, Hypocreales, Glomerellales, Diaporthales, Trichosphaeriales,
Botryosphaeriales e Sporidiobolales). As ordens que possuiram mais espécies
foram Glomerellales, Trichosphaeriales e Pleosporales. A espécie Nigrospora
sp. 2, a qual foi encontrada apenas em folhas de tomateiro em sistema de

cultivo organico, € uma nova espécie para a ciéncia.

Palavras-chave: Endofiticos, Tomate, Taxonomia.



ABSTRACT

Endophytic fungi are characterized by inhabiting the interior of plant tissues,
without causing apparent host damage and without producing visible external
structure. These fungi may confer better development to the plant and
resistance against diseases and pests. The tomato plant (Solanum lycopersicon
L. = Lycopersicon esculentum Mill.), is considered a cosmopolitan species, and
has as its origin South America, the tomato is one of the most cultivated
vegetables in the world, Brazil is one of the largest world producers of this
species, according to the Brazilian Institute of Geography and Statistics - IBGE.
Due to the importance of endophytic fungi in agronomic crops, this work aimed
to determine the diversity of endophytic fungi in healthy leaves of cherry
tomatoes in organic and conventional crops, in the municipality of Lagoa de
Itaenga and Cha Grande. The collected leaves were fragmented, washed with
running water, disinfested and subsequently washed three times in sterile
distilled water. After disinfestation, leaf fragments were placed in petri dishes,
containing agar dextrose potato (BDA) culture medium. Plates were incubated
(28 £ 2°C) for up to fifteen days. Any fungal colonies observed were isolated,
purified, and identified. Morphological and molecular analyses were carried out
to identify the species. Were isolated 415 fungi, represented by 76 species.
Thirty-four fungi were associated, exclusively, with tomato plants in organic
system, 28 were associated, exclusively, with tomato plants in conventional
system and 14 were shared between the two tomato plants cultivation systems.
The species found are distributed in 10 orders (Pleosporales, Xylariales,
Eurotiales,  Capnodiales, Hypocreales,  Glomerellales, Diaporthales,
Trichosphaeriales, Botryosphaeriales and Sporidiobolales). The orders that
possessed the most species were Glomerellales, Trichosphaeriales and
Pleosporales. The species Nigrospora sp. 2, which was found only in tomato

leaves from the organic farming system, is a new species for science.

Keywords: Endophytes, Tomato, Taxonomy.
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1 INTRODUCAO

Desde 1878, o termo simbiose vem sendo atribuido a associa¢cdes entre
organismos (OULHEN et al., 2016). Petrini (1991) definiu os fungos endofiticos
como colonizadores de tecidos sadios de vegetais, em algum momento do seu
ciclo de vida, sem causar danos aparentes. Azevedo (2014) conceitua fungos
endofiticos como micro-organismos que habitam o interior dos tecidos vegetais
sem causar danos aos seus hospedeiros e sem desenvolver estruturas
externas aos tecidos vegetais.

Jia et al. (2016) demonstraram que as relagbes entre plantas e fungos
endofiticos podem trazer diversos beneficios para as plantas, entre os quais
podemos destacar a protecédo contra patdgenos e o aumento do crescimento
vegetal. A protecdo contra patbgenos acontece devido ao aumento da
resisténcia a partir da produgédo de compostos bioativos como alcaloides,
flavonoides e isoflavonoides (FIRAKOVA et al., 2007; RODRIGUEZ et al.,
20009).

O tomateiro pertence a familia Solanaceae e ao género Solanum que € o
maior e mais diversificado da familia, com cerca de 1.500 espécies (BARCHI,
2019). O tomateiro foi dividido em seis grupos: Cereja, Santa Cruz, Industrial,
Salada, Saladete e Saladinha (ALVARENGA, 2000). A variedade Carolina,
pertencente ao grupo cereja, se mostra promissora no ramo comercial, com
uma boa producdo de frutos e disponibilidade de sementes (PINHO et al.,
2011).

O cultivo do tomate pode ser realizado em sistemas organicos e
convencionais; em sistema organico as caracteristicas organolépticas do
tomate sdo mais intensas do que os cultivados em sistema convencional
(PINHO et al., 2011). O sistema convencional consiste em utilizar fertilizantes
guimicos e pesticidas (SANTOS et al., 2017), gerando alto impacto sobre o
ambiente, devido a constante aplicacdo de agrotoxicos e fertilizantes
(SCHMIDT et al., 2013). Por outro lado, o sistema organico envolve praticas
gue enfatizam a agricultura baseada no gerenciamento de ecossistemas,
pluralidade de produtos e controle de desastres sem tratamentos quimicos
tradicionais (SUCIU et al., 2019).

N&o ha estudos sobre a ocorréncia de fungos endofiticos em folhas de

Solanum lycopersicon var. cerasiforme cultivado em sistemas organico e
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convencional. Diante da atual caréncia de trabalhos sobre a ocorréncia desses
fungos nessa planta e a importancia econdmica da mesma, € de interesse
conhecer os fungos que estdo interagindo com esse vegetal. Os objetivos
deste estudo foram conhecer a micobiota endofitica em folhas de tomate
cereja, verificando se ha diferenca na comunidade de fungos endofiticos de

acordo com os diferentes sistemas de cultivos (organico e convencional).



13
2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 FUNGOS ENDOFITICOS

Diversos autores definiram os endofitos de maneiras distintas, De Bary
(1866) caracterizou os endofitos como qualquer organismo que ocorre dentro
dos tecidos dos vegetais. Carroll (1988) relatou que os fungos endofiticos sédo
mutualistas e colonizam partes aéreas de tecidos vivos de plantas sem causar
sintomas de doencas. Segundo Petrini (1991) os fungos endofiticos séo
colonizadores de tecidos das plantas, em algum momento do seu ciclo de vida,
sem causar danos aparentes, Azevedo & Araujo (2007) definiram como
endofitos todos 0s micro-organismos que vivem no interior do tecido da planta
hospedeira sem apresentar estruturas externas visiveis e nem causar danos
aparentes. Em 2013, Chapla et al., definiram os fungos endofiticos como micro-
organismos que residem no interior de plantas, em suas partes aéreas como
caules e folhas, sem causar, teoricamente, qualquer dano aos seus

hospedeiros.

Registros fésseis indicam que as plantas tém tido associacdes com
fungos enddfitos (KRINGS et al.,, 2007) e micorrizicos (REDECKER et al.,
2000) por mais de 400 milhdes de anos. Os fungos representam uma das
formas de vida mais diversas neste planeta, com estimativa de cerca de 2,2 a
3,8 milhdes de espécies existentes, sendo que apenas 130 mil dessas
espécies sdo conhecidas pela ciéncia (HAWKSWORTH & LUECKING, 2017).
De acordo com Rosa et al. (2011), os fungos endofiticos apresentam alta
diversidade de espécies, principalmente nos filos Ascomycota e Basidiomycota,
gue estdo associadas a diferentes plantas ao redor do mundo e representam
importantes grupos da diversidade fungica. Dados encontrados na literatura
indicam que grande parte, ou mesmo todos 0s vegetais, sdo colonizados por
fungos endofiticos (MAGALHAES et al., 2008). Nos Ultimos anos, uma atencgéo
maior tem sido dada a estes fungos, refletindo em um alto nimero de estudos
envolvendo vegetais de valor econdbmico como manga, acerola, café, sorgo,
graviola, entre outros (VIEIRA et al., 2014, NASCIMENTO, 2014, OLIVEIRA et
al., 2014, SILVA, 2016, ASSIS et al., 2019).

Alguns fatores exercem uma influéncia qualitativa e quantitativa sobre a

diversidade da comunidade de fungos endofiticos em uma planta, como a
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idade da planta, temperatura, salinidade, fauna, flora, condi¢des fisioldgicas do
vegetal, 6érgédo estudado e métodos empregados para o isolamento de fungos
(PEIXOTO NETO et al., 2002; HYDE & SOYTONG, 2008; SILVA, 2023). Esses
fungos podem ser transmitidos de forma vertical ou horizontal. A transmisséao
vertical ocorre através das sementes, ja a transmissao horizontal pode ocorrer
através da penetracdo do fungo pelos estbmatos, raizes ou, até mesmo, por
ferimentos (BREM & LEUCHTMANN, 2002; SAIKKONEN et al., 2004;
RODRIGUEZ et al., 2009; ALY et al., 2011).

2.1.1 Importéancia dos fungos endofiticos

Nos ultimos anos 0s micro-organismos tornaram-se um recurso biolégico
atraente para descoberta de novos bioativos, com isso a bioprospeccao de
fungos endofiticos para produtos naturais oferece uma excelente oportunidade
para a descoberta de novos bioativos com o potencial para exploracao na
agricultura, indastria e medicina (YADAV et al. 2022). Os compostos naturais
produzido por fungos endofiticos incluem alcaloides, terpenoides, flavonoides,
lactonas e varios policetideos (RUSTAMOVA et al. 2020). Esses fungos
apresentam um enorme reservatorio de novos produtos farmacéuticos com
potentes propriedades anticancerigenas, antifungicas, antimicrobianas e
antioxidantes (TIWARI & BAE 2022).

Os fungos endofiticos promovem diversos beneficios a planta
hospedeira como, aumento da resisténcia da planta hospedeira aos herbivoros,
ao calor, & seca, as doencas, além de permitirem um aumento da massa
vegetal, tanto na parte aérea quanto na subterranea (SAIKKONEN et al., 1998;
REDMAN et al., 2001; MARQUEZ et al., 2007; RODRIGUEZ & REDMAN,
2008). Esses fungos sao considerados potenciais ferramentas no biocontrole
de pragas e doencas de culturas de importancia econdmica, incluido o tomate
(PARADZA et al. 2021, LOPEZ et al., 2021, SAIKIA et al., 2022). Paradza et al.
(2021), relataram que o endofito Trichoderma atroviride, auxiliou no
crescimento das partes aérea de Solanum lycopersicum, durante todo o
periodo de crescimento da planta. Nesse mesmo estudo foi possivel mostrar o
potencial dos endofitos Hypocrea lixii e Trichoderma asperellum como

ferramentas de biocontrole em Solanum lycopersicum e Phaseolus Vulgaris.
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Os produtos naturais obtidos a partir desses organismos estdo sendo
analisados para atender a elevada demanda de novas drogas, agentes
quimioterapicos e agroindustriais que sejam, ao mesmo tempo, mais efetivos,
menos toxicos e que apresentem menor impacto ambiental (SILVA, 2009).
Aléem de metabolitos secundarios (SILVA, 2014), os fungos endofiticos s&o
responsaveis por produzir enzimas, que sado geradas principalmente durante a
colonizagao do fungo na planta (BATEMAN, 2001). De acordo com TAN & ZOU
(2001) a producdo de enzimas, a partir de fungos endofiticos, é variavel,
dependendo da especificidade fungo - planta hospedeira. A producéo industrial
de enzimas utilizando micro-organismos representa um dos principais setores
da biotecnologia (MICHELIN, 2005).

2.1.2 Fungos endofiticos em plantas do género Solanum

Os fungos enddfitos sdo encontrados nos mais diversos tipos de
vegetais e podem colonizar diferentes 6rgdos das plantas, tais como:
sementes, caules, folhas, espinhos, raizes, flores e frutos (MAGALHAES et al.,
2008; CARVALHO et al., 2012; QADRI et al., 2014; DA SILVA et al., 2014;
FERNANDES et al., 2015; SANTOS et al., 2020).

Esses fungos podem estar presentes em espécies vegetais das mais
variadas regifes (SILVA, 2014) sendo encontrados em bridfitas (PIRES et al.,
2020), pteridéfitas (OLMO-RUIZ & ARNOLD, 2014), gimnospermas
(HORMAZABAL & PIONTELLI, 2009) e angiospermas (IMPULLITTI &
MALVICK, 2013). Entre as regifes, as florestas tropicais sao relatadas como o
habitat onde ocorre a maior diversidade de fungos endofiticos (ARNOLD et al.,
2000).

Solanum L. é um género com ampla distribuichio mundial com
aproximadamente 1400 espécies (WEESE & BOHS 2007) com muitos
representante de grande importancia econdmica (SILVA et al. 2022). Apesar do
grande numero de espécies pouco se sabe sobre as comunidades endofltas
associada a plantas de tomate cultivadas sob manejo organico e convencional.
Em estudo realizado por Khan et al. (2017), um total de 42 isolados foram

encontrados em Solanum nigrum, o0 mesmo estudo demonstrou o papel


https://link.springer.com/article/10.1007/s43450-022-00244-y#auth-Tania_Maria_Sarmento-Silva

16

melhorador dos enddfitos sob condi¢cdes toxicas de cadmio. Vieira et al. (2011)
analisaram a diversidade e atividade antimicrobiana de fungos endofiticos
associados a planta medicinal brasileira Solanum cernuum cultivadas em
diferentes estacdes (veréo e inverno). Em outro estudo realizado por Dastogeer
et al. (2020), 1.742 isolados fungicos foram encontrados em tecidos de caule
de sete diferentes cultivares de tomate no Japdo. Marak & Kayang (2018)
relataram 44 isolados de fungos endofiticos associados a diferentes partes de
Solanum tuberosum L. (batata), como folhas, caules, raizes e tubérculos
cultivados no distrito de South West Garo Hills, india. Estudo feito com plantas
de tomate cultivado em estufa, relataram que a diversidade de fungos
endofiticos pode variar de acordo com os érgaos vegetais analisado (DONG et
al. 2021).

Possivelmente todas as mais de 300.000 espécies de vegetais abrigam
micro-organismos endofitos, incluindo as espécies do género Solanum
(STROBEL & DAISY, 2003). Diversos fatores podem influenciar a diversidade
endofitica em relacdo aos hospedeiros vegetais, tais como; comunidade e
composicdo botanica, tipo de tecido, condicBes climaticas, e regides
biogeograficas (MASSIMO et al., 2015; SILVA, 2023). A maior frequéncia e
riqgueza dos fungos endofiticos tém sido associadas a ecossistemas com maior
diversidade (HAWKSWORTH, 2001). Além disso, a diversidade na comunidade
endofitica pode estar relacionada as necessidades de adaptacédo das espécies
vegetais em relagdo ao meio (RODRIGUES, 2010). Estudos sobre a ocorréncia
de fungos endofiticos sdo imprescindiveis para fornecer informacdes acerca da
diversidade e distribuicdo dos fungos, bem como a provavel descoberta de
novas espécies (STONE et al., 2004; SIQUEIRA et al., 2008).

2.2 SISTEMA DE CULTIVO ORGANICO E CONVENCIONAL

Dados do IBGE, do censo agropecuério de 2006 a 2017, apontam que o
namero de plantios certificados como agricultura organica tiveram um
crescimento consideravel no Brasil, indo de 5.106 para 68.716 (IBGE, 2019).

As exigéncias para a certificacdo organica e as praticas agricolas variam em
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todo o mundo, porém, os alimentos organicos sdo geralmente cultivados sem
pesticidas, fertilizantes ou horménios de crescimento (LUTTIKHOLT, 2007).

No sistema organico o agricultor utiliza tecnologias conservacionistas e
ndo utiliza agrotoxico e fertilizante quimico de alta concentracdo (BRASIL,
2010). O sistema de producdo organico, além de néo prejudicar a natureza,
desenvolve produtos mais valorizados no comeércio por serem alimentos de
gualidade elevada (SOUZA & RESENDE, 2006).

O aumento da agricultura e do mercado de organicos tem sido
significativo no Brasil nos ultimos anos (MOOZ & SILVA, 2014; COSTA et al.,
2017). Alimentos provenientes de sistemas organicos sao mais procurados
devido aos aspectos relacionados a saude, ética, seguranca alimentar, meio
ambiente e teor nutricional (LIMA et al., 2011; DIAS et al., 2015).

O progresso da agricultura organica carece de mais apoio do Estado,
guando comparamos com a agricultura convencional, principalmente em
relacdo ao apoio a pesquisa e ao trabalho de extenséo, tal como um maior
entendimento dos consumidores sobre a relevancia destes produtos
(BUAINAIN & BATALHA, 2007). Os custos de producéo em sistemas organicos
sdo 17,1% mais baixos que em sistemas convencionais e o lucro em sistemas
organicos € 113,6% maior que o obtido em cultivo convencional (LUZ et al.,
2007).

O sistema convencional recebe influéncia do que foi estabelecido no
periodo da revolucdo verde na década de 1970, onde o avanco da agricultura
foi estimulado pela mecanizacdo da agricultura e o uso de agroquimicos nas
plantacdes (WEEGE & NEGRI, 2018). O sistema convencional gera grande
Impacto sobre o ambiente, devido ao excessivo revolvimento do solo, aplicacao
de fertilizantes e agrotéxicos (SCHMIDT et al., 2013) e geram residuos com
elevado potencial poluidor a natureza, além de ser uma fonte de risco a saude
humana (KOBI et al., 2018).

Andrade et al. (2012) propdem que para manter uma producdo
adequada, o ideal € aplicar uma adubagdo completa, que concilie adubos
organicos (esterco) e quimicos ocorrendo a substituicdo gradativa do adubo
guimico, possibilitando melhor qualidade final do produto.

Entre as espécies que necessitam de defensivos agricolas destaca-se o

tomateiro, que € caracterizado como um vegetal muito propenso a inUmeras



18

pragas e doencas, e quando ndo € efetuado o manejo apropriado, impedem
seu cultivo, gerando significativos danos econémicos (BEJINHA, 2006).
Camatti-Sartori et al. (2005) mostraram que os fungos endofiticos
isolados de folhas das macieiras de uma fazenda organica exibiram maior
namero de isolados quando comparados ao cultivo convencional. Enquanto,
Oliveira et al. (2014) evidenciaram que as comunidades de fungos endofiticos
tinham poucas variagfes nos indices de diversidade e riqueza de espécies no
café, indicando que o cultivo do café organico e convencional abrigam

numerosos individuos semelhantes.
2.3 ASPECTOS GERAIS DA CULTURA DO TOMATE

O tomateiro (Solanum lycopersicon L. = Lycopersicon esculentum Mill.),
€ uma hortalica pertencente a familia Solanaceae (SIBBr). Considerada uma
espécie cosmopolita, o tomate tem como origem a ameérica do sul (REIS
FILGUEIRA, 2013) foi domesticado no México por tribos primitivas (RICK,
1978; ALCAZAR-ESQUINAS, 1981) e introduzido na Europa em 1544 (DAM,
2006), onde foi adaptado, selecionado e propagado para o0 mundo todo
(JENKINS, 1948; RICK, 1958).

De acordo com a Organizacao das NacOGes Unidas para Alimentacéo e
Agricultura — FAO (2014) o tomate € um dos vegetais mais cultivados no
mundo. O Brasil € um dos maiores produtores mundiais dessa olericola,
segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE (2018). Nos
altimos anos houve um aumento da demanda e conseqguentemente bons

retornos financeiros para os agricultores (LENUCCI et al., 2006).

O tomateiro € uma planta arbustiva, e apesar de ser perene é cultivada
anualmente. Sua raiz pode alcancar até 60 cm de profundidade (MESQUITA,
2001). O fruto é do tipo baga e apresenta ampla diversidade de tamanho,
forma, cor, textura e sabor (CANCADO et al., 2003). Sua temperatura 6tima
esta entre 21 e 24°C. A cultura néo tolera gelo, causando perdas irreparaveis a
lavoura e areas com valores de pH entre 5,5 e 6,8 sdo consideradas ideais

para cultivo dessa planta (DAM, 2006).

O tomate contém uma ampla variedade de antioxidantes, como o0s

carotenoides, compostos fendlicos, acido ascorbico e flavonoides (SOUZA et
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al., 2008). Os alimentos derivados do tomate possuem maior quantidade de
licopeno na sua composicdo (FERREIRA, 2004) essa substancia ndo €
produzida pelo organismo, sendo necessaria a ingestdo de alimentos que

possuem este carotenoide.

Atualmente, o tomate é dividido em seis grupos, entre eles se encontra o
grupo do tipo cereja, que possui a variedade carolina, essa variedade de
tomate vem sendo constantemente encontrada no comercio e possui valor
bastante atrativo (ROCHA, 2009). Distingue-se pela alta rusticidade, tolerancia
a pragas e doencas, boa produtividade, rendimento e boa aceitacdo dos
consumidores (LUCINI et al., 2016; ZANIN et al., 2018; DIAS et al., 2019). Esse
fruto € cultivado sob diversos sistemas de manejo, em diferentes épocas do

ano e em quase todas as regides do Brasil (GUILHERME et al., 2014).

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 AREA DE COLETA

As coletas das folhas de tomateiro cereja foram realizadas em sistemas
de cultivo organico e convencional localizados nos municipios de Lagoa de
Itaenga e Cha Grande, respectivamente (Figura 1). Foram coletadas todas as
informacgdes sobre o manejo dos cultivos para efeito de comparacao entre as
coletas.

Figura 1 - Localizacdo do municipio de Lagoa de Itaenga e Cha Grande

Lagoa de

ltaenga

Cha Grande

—

Fonte: Wikipedia (2019)
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Lagoa de Itaenga esta localizado na mesorregido da Mata Norte do
Estado de Pernambuco (7°55'59"S;35°17'30"W). O municipio esta inserido na
unidade geoambiental do Planalto da Borborema, com altitude variando entre
650 a 1.000 metros. Apresenta vegetacdo formada por florestas
subcaducifolica e caducifélica e clima considerado tropical com verao seco, e
pluviosidade média anual de 989 mm (BELTRAO et al., 2005).

O municipio de Cha Grande esta inserido na Mesorregido da Mata Sul
do Estado de Pernambuco (8°14'18"S 35°27'39"W), com altitude de 470
metros. O clima € do tipo tropical com verdo seco, com precipitacdo média
anual de 1309,9 mm. A vegetacdo é predominantemente do tipo floresta

subperenifélia, com partes de floresta hipoxerdfila (BELTRAO et al., 2005).

Para o cultivo em sistema organico foi utilizado esterco e ndo houve
rotacdo de cultura devido ao solo do local se encontrar em equilibrio, com uma
boa ciclagem de nutrientes e baixa incidéncia de pragas e doencas. Ja nas
areas de cultivo convencional foi utilizado nitrato de célcio na adubacéo,
inseticida Avatar e o fungicida Amistar top. Além disso, anteriormente havia
plantio de abobrinha e repolho, nesse caso, rotacbes de cultura sao

necessarias para repor a matéria organica e proteger o solo.
3.2 COLETA DO MATERIAL

Foram realizadas coletas em novembro de 2020, janeiro e maio de 2021
em trés areas de cultivo orgéanico, nas trés areas de cultivo convencional as
coletas foram realizas em junho, outubro e dezembro de 2021. Foram
delimitadas trés parcelas em cada area de estudo. Dessa forma, o
delineamento foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 (tipos de
cultivo) x 3 (areas), com trés repeticdes (parcelas). Em cada parcela foram
delimitados trés pontos, sendo coletadas quatro folhas sadias de trés
espécimes em cada ponto. Todo material foi acondicionado em sacos de papel
devidamente etiquetados e transportados ao Laboratério | da Pos-Graduacéo

em Biologia de Fungos, sendo manipulado, no tempo maximo de 24 horas.
3.3 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

As folhas foram lavadas com agua corrente e detergente neutro,

desinfestadas em alcool 70% (1 minuto), hipoclorito de sodio (NaOCI) a 3% (2
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minutos) e em seguida lavadas com agua destilada esterilizada.
Posteriormente, as folhas foram fragmentadas em discos de 6 mm de diametro,
e seis fragmentos foram transferidos para placas de Petri, em triplicata,
contendo Batata Dextrose Agar (BDA) acrescido de cloranfenicol (50 mg L),
incubados em temperatura ambiente (28+2 °C) e observados diariamente por
15 dias quanto ao desenvolvimento das colonias fungicas ao redor do
fragmento foliar. Para o controle da assepsia, 50 yL da ultima agua utilizada na
lavagem das folhas, foi plagueada em BDA como comprovagdo da
desinfestacdo superficial (PEREIRA et al., 1993). Ap0s o crescimento, as
colénias foram repicadas até a obtencdo de colbnias puras para posterior

identificacdo morfoldgica e molecular.

No processo de identificacdo foram observadas -caracteristicas
macroscopicas e microscopicas das colbnias puras dos fungos endofiticos. A
identificacdo foi realizada com o auxilio de literatura especializada (ELLIS,
1971; SUTTON, 1980; SEIFERT et al., 2011; BENSCH et al., 2012, entre

outras).

3.4 EXTRACAO DE DNA

A biomassa dos fungos foi obtida a partir de culturas desenvolvidas em
Batata Dextrose Agar (BDA) mantidas em temperatura ambiente por até sete
dias em placas de Petri. A extracdo do DNA gendmico foi realizada com o
material previamente triturado, conforme Oliveira et al. (2016), que inclui
homogeneizagdo do material em tampdo CTAB 2% e uma lavagem com
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), além de precipitacdo em isopropanol,

lavagem em etanol 70% e ressuspenséo em 50 pL de agua ultrapura.
3.5 AMPLIFICACAO, PURIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DO DNA

Para amplificacdo das regibes ITS (Internal Transcribed Spacer) do
rDNA, B-tubulina, gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH) e translation
elongation factor 1-a (Tef-1a) foram utilizados os primers ITS1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) /ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) (WHITE
et al, 1990) Btza  (GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC)  /Bt2b
(ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC) (GLASS E DONALDSON, 1995), GDF1
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(GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA) /IGDR1
(GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATG) (TEMPLETON et al., 1992) e EF1-983F (
GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT)/EF1-2218R (ATG ACA CCR ACR GCR
ACR GTY TG) (REHNER, 2001), respectivamente. Os parametros para
amplificacdo e as concentracdes dos reagentes (primers, dNTPs, cloreto de
magnésio, Taq DNA polimerase e tampdo de reacdo) foram 0s mesmos
descritos por Oliveira et al. (2014). Controles negativos, contendo todos os
componentes exceto DNA, foram utilizados em cada procedimento para

detectar possiveis contaminacdes.

Os resultados das extragdes de DNA e das reagdes de PCR (5 pL)
foram visualizados sob luz UV, a partir de gel de agarose 1%, corado com
GelRed. Os produtos de PCR foram purificados utilizando a enzima ExoSAP-
IT® de acordo com as recomendacdes do fabricante. Posteriormente os
produtos purificados foram encaminhados para sequenciamento na Plataforma
Multiusuaria de Sequenciamento e Expressdo Génica do Centro de Biociéncias
da UFPE. As sequéncias obtidas foram submetidas a comparacdo com o banco
de dados do NCBI a partir da utilizagdo do BLASTn para identificacdo dos
fungos isolados.

3.6 ANALISES FILOGENETICAS

A filogenia foi reconstruida por meio de analises independentes dos
marcadores utilizados no estudo. As sequéncias obtidas foram editadas e
alinhadas com outras recuperadas do GenBank (de acordo com o grupo de
fungos em questdo) com o auxilio do programa MEGA, versao 5.05 (TAMURA
et al., 2007). A caracterizacdo molecular final foi realizada com a avaliacdo
filogenética e construcéo de arvores. Foi realizada a andlise bayesiana (1 x 10°
geracdes) a partir do programa MrBayes 3.1.2 (RONQUIST & HUELSENBECK
2003), executado a partir do Topali 2.5 (MILNE et al., 2004). O modelo de

substituicdo nucleotidica foi estimado usando Topali 2.5.
3.7 ANALISE DA COMUNIDADE DOS FUNGOS ENDOFITICOS

Para verificar a estrutura da comunidade de fungos endofiticos foram
estimados a riqueza de espécies (S’), diversidade (Shannon 'H') e Analise de

Coordenadas Principais (PCoA) que foram calculados a partir do software
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estatistico R (http://www.R-project.org). A Frequéncia relativa (Fr) de
isolamento foi calculada como o nimero de isolados de uma espécie dividido
pelo total do nimero de isolados (BEZERRA et al., 2013). O Diagrama de Venn
foi construido utilizando a ferramenta

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/.

4. RESULTADOS

4.1 FUNGOS ENDOFITICOS EM FOLHAS SAUDAVEIS DE
TOMATEIRO CEREJA, VARIEDADE CAROLINA (SOLANUM
LYCOPERSICON VAR. CERASIFORME)

Foram obtidos 415 isolados fungicos em folhas sadias de tomateiro
cereja carolina. De acordo com as analises morfolégicas e moleculares os
isolados foram distribuidos em 25 géneros e 76 espécies. Um dos isolados foi
identificado apenas em nivel de classe (Tabela 1). A maioria das espécies
pertencem ao filo Ascomycota, com excecdo de uma que pertence ao filo

Basidiomycota.

O género Nigrospora (20,96%) foi o mais representativo, seguido de
Stemphylium (19,04%) e Colletotrichum (13,25%). Levando em consideracao a
frequéncia relativa das espécies, as mais frequentes foram Stemphylium
lycopersici (12,77%) seguida de Stagonosporopsis cucurbitacearum (6,75%),
Nigrospora sphaerica (5,54%), Nigrospora brasiliensis (4,10%) e Colletotrichum
plurivorum (4,10 %) (Tabela 1). Trinta e nove espécies foram consideradas

raras por apresentarem apenas um ou dois isolados.

Tabela 1- Fungos endofiticos encontrados em folhas de tomateiro cereja, variedade carolina, com respectivo nimero de

isolados, frequéncia relativa (Fr), marcador molecular e percentual de identidade obtido a partir da busca no Blastn.

Cdédigo Identificacdo mglrgsgl?arr ID (%) Orgénico Convencional Total Fr. (%)
TO59 Alternaria dauci ITS 100% 1 0 1 0,24
TO7 Alternaria sp. 1 ITS 96.41% 0 5 5 1,20
TO180 Alternaria sp. 2 ITS 100% 1 0 1 0,24
TO14 Annulohypoxylon sp. ITS 99.21% 0 1 1 0,24
TC70 Annulohypoxylon stygium ITS 99.21% 1 0 1 0,24
TO2 Aspergillus chevalieri B-tubulina  99.50% 2 0 2 0,48
TO70/TC6 Aspergillus niger B-tubulina 100% 4 1 5 1,20



TO155
TO159
TC219
TC172

TOS5

TC167
TO138
TC40

TO97
TO31/TC224
TC257
TO114/TC34
TO88

TO125
TO62

TC281
TC211

TC46

TC9

TO121
TOG68
TO24/TC287
TO215
TC123

TO19

TO96

TO116
TC300

TO57

TC8

TO237/TC197

TO74
TO123
TO10
TO100
TC61
TO50/TC83
TC33
TC295
TO17
TO129
TO194
TO178
TC289
TC81
TC277
TO185

Aspergillus stellifer
Aspergillus sydowii
Aspergillus tubingensis
Biscogniauxia sp.
Cladosporium oxysporum
Cladosporium tenuissimum
Clonostachys rosea
Colletotrichum brasiliense
Colletotrichum cliviicola
Colletotrichum fructicola

Colletotrichum gloeosporioides

Colletotrichum karsti
Colletotrichum musicola

Colletotrichum orchidearum

Colletotrichum plurivorum
Colletotrichum siamense
Colletotrichum sp. 1
Colletotrichum sp. 2
Colletotrichum sp. 3
Colletotrichum sp. 4
Colletotrichum truncatum
Corynespora cassiicola
Curvularia geniculata
Curvularia intermedia
Daldinia eschscholtzii
Daldinia sp.

Daldinia theissenii
Diaporthe helianthi
Diaporthe masirevicii
Diaporthe passiflorae
Diaporthe sp. 1
Diaporthe sp. 2
Diaporthe sp. 3
Fusarium keratoplasticum
Kalmusia itélica
Monosporas sp.
Nigrospora brasiliensis
Nigrospora hainanensis
Nigrospora osmanthi
Nigrospora saccharicola
Nigrospora sp. 1
Nigrospora sp. 2
Nigrospora sp. 3
Nigrospora sp. 4
Nigrospora sp. 5
Nigrospora sp. 6
Nigrospora sphaerica

B-tubulina
B-tubulina
B-tubulina
ITS
B-tubulina
ITS
ITS
GAPDH
GAPDH
GAPDH
ITS
GAPDH
GAPDH
GAPDH
GAPDH
GAPDH
GAPDH
GAPDH
GAPDH
ITS
GAPDH
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
B-tubulina
ITS
B-tub/ITS
B-tubulina
B-tubulina
ITS
ITS
TEF1
TEF1
TEF1
TEF1
TEF1
ITS
TEF1
TEF1
TEF2
TEF1
ITS
TEF1

100%
100%
100%
99.82%
99.65%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
99.47%
98.48%
100%
100%
99.61%
99.47%
99.48%
100%
99.59%
100%
100%
94.50%
98.25%
99.59%
99.21%
100%
99.58%
99.35%
100%
96.51%
98.78%
99.80%
99.58%
96.34%
97.86%
99.78%
100%
98.99%
99.01%
86.43%
98.99%
99.45%
88.96%
100%
99.45%
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TC165 Nigrospora zimmermanii TEF1 99.10% 0 1 1 0,24
TO195 Penicillium citrinum B-tubulina 99.06% 1 0 1 0,24
TO192 Periconia byssoides ITS 100% 8 0 8 1,93
TC231 Phomopsis sp. ITS 100% 0 9 9 2,17
TO149 Phyllosticta sp. 1 ITS 99.52% 2 0 2 0,48
TO150/TC269 Phyllosticta sp. 2 ITS 99.83% 2 3 5 1,20
TC298 Phylosticta sp. 3 ITS 100% 0 17 17 4,10
TO166 Pithomyces chartarum ITS 100% 1 0 1 0,24
TO140 Rhodotorula sp. ITS 99.81% 1 0 1 0,24
TO43 Sarocladium sp. ITS 97.33% 1 0 1 0,24
TC39 Sordariomycetes sp. ITS 99.75% 0 2 0,48
TC23 Stagonosporopsis cucurbitacearum ITS 100% 0 28 28 6,75
TO221/TC26 Stagonosporopsis sp. ITS 99.59% 1 5 6 1,45
TO23/ TC100 Stemphylium lycopersici ITS 100% 52 1 53 12,77
TC54 Stemphylium solani ITS 100% 0 22 22 5,30
TC57 Stemphylium sp. ITS 100% 0 4 4 0,96
TC266 Xylaria berteroi ITS 99.54% 0 1 1 0,24
TO87 Xylaria cubensis B-tubulina  95.86% 1 0 1 0,24
TC66 Xylaria muscula ITS 94.84% 0 2 2 0,48
TO64 Xylaria sp. 1 ITS 99.80% 1 0 1 0,24
TO29 Xylaria sp. 2 ITS 99.59% 2 0 2 0,48
TC30 Xylaria sp. 3 ITS 95.87% 2 4 6 1,45
TOTAL 215 200 415 100

Fonte: A autora (2023) *TO = tomate organico, TC = tomate convencional.

4.2 COMUNIDADE DE FUNGOS ENDOFITICOS EM SISTEMA
ORGANICO E CONVENCIONAL

Dos 415 isolados fungicos, 215 foram encontrados associados ao cultivo
organico e 200 ao cultivo convencional. Das 76 espécies encontradas, 34
foram exclusivamente encontradas associadas ao sistema organico e 28 ao
convencional, 14 espécies foram encontradas em plantas associadas aos dois
sistemas de cultivo (Figura 2), demonstrando que os diferentes manejos
agricolas nos sistemas (organico e convencional) influenciam na distribuicdo
das espécies de fungos endofiticos.

A espécie Nigrospora sp. 2 que foi encontrada apenas em folhas de
tomate do sistema de cultivo organico, € uma nova espécie para a ciéncia. Um
representante da ordem Sporidiobolales (Rhodotorula sp.) foi exclusivo do
cultivo organico, sendo o Unico do filo Basidiomycota. No sistema convencional

todas as espécies encontradas pertencem ao filo Ascomycota.
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Figura 2 - Diagrama de Venn mostrando a distribuicdo das espécies entre os sistemas de
cultivos (orgénico e convencional).

Organico

Convencional

Fonte: A autora (2023)

O numero de isolados e a riqueza de espécies encontrados nos dois
cultivos foram maiores para o sistema de cultivo organico. Em relacdo ao indice
de Shannon, os dados indicam que os dois sistemas de cultivo (convencional e
organico) apresentam alta diversidade de espécies, no entanto ndo houve

diferenca significativa entre os sistemas de cultivo (Tabela 2).

Tabela 2 - Numero de isolados, riqgueza de espécie e indice de Shannon de fungos endofiticos

isolados em folhas de tomate cereja carolina, em sistema de cultivo organico e convencional.

Sistema Numero de isolados  Riqueza de espécies Shannon 'H'
Organico 215 48 3,093
Convencional 200 42 3,265

Foram realizadas curvas de rarefacdo para cada sistema de cultivo
(organico e convencional) com o intuito de investigar a relacédo entre o nimero
de taxons de fungos e o esforco amostral (Figuras 3 e 4). O numero total de
espécies esperadas ndo foi encontrado, portanto, nenhuma das curvas
atingiram a assintota, ou seja, se houvesse um maior esforco amostral a
rigueza continuaria aumentando. A riqueza estimada foi de 62 taxons, para o
sistema de cultivo organico, entretanto apenas 48 espécies foram recuperadas
0 que corresponde a 77% do esperado. Com relacdo ao sistema de cultivo
convencional também foi estimada em 62 espécies, onde sé foram

recuperados 42, correspondendo a 67% do valor esperado.
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Figura 3- Curva de rarefacdo do nimero de espécies de fungos endofiticos em relagdo ao
namero de amostras para cada sistema de cultivo orgéanico.
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Figura 4- Curva de rarefacdo do nimero de espécies de fungos endofiticos em relagdo ao
namero de amostras para o sistema de cultivo convencional.
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Uma matriz de dissimilaridade de Bray-Curtis foi gerada para verificar a
estrutura da comunidade de fungos endofiticos dentre os diferentes tipos de
sistemas de cultivo (Figura 5). A analise de Coordenadas Principais (PCo0A)
indicou que existe uma semelhanca na composicdo das comunidades, porém,
podemos observar também que existe um numero significativo de fungos
endofiticos que ndo é compartilhado entre os sistemas de cultivo orgéanico e

convencional. Ambos os sistemas apresentaram algumas espécies unicas.
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Figura 5 - Analise de Coordenadas (componentes) Principais (PCoA) baseada na
dissimilaridade de Bray-Curtis, mostrando a influéncia dos sistemas de cultivo orgénico (1) e
convencional (2) na composicdo da comunidade de fungos endofiticos em folhas de tomate
cereja, variedade carolina.
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Fonte: A autora (2023)

4.3 Analise filogenética dos fungos endofiticos

Para identificar os isolados fungicos foram usadas quatro regides
diferentes do DNA: regido ITS do rDNA, B-tubulina, Tef-1a e GAPDH. Essas
regides sdo comumente usadas para alguns grupos de fungos ja descritos em
literatura. As sequéncias geradas nesse estudo foram comparadas com outras
utilizando o banco de dados do NCBI. A partir dos resultados obtidos, foi
possivel distribuir as espécies em 10 ordens (Pleosporales, Xylariales,
Eurotiales,  Capnodiales, Hypocreales, Glomerellales, Diaporthales,
Trichosphaeriales, Botryosphaeriales e Sporidiobolales). Porém, para uma

espécie, so foi possivel a identificacdo em nivel de classe (Grafico 1).
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Figura 6 - Distribuicdo dos fungos endofiticos de acordo com a ordem.
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Dentro do filo Ascomycota as ordens que possuiram mais especies
foram Glomerellales, Trichosphaeriales e Pleosporales. Todos os isolados de
Glomerellales pertencem ao género Colletotrichum, correspondendo a 55
isolados fungicos. A ordem Trichosphaeriales foi representada por um Unico
género como representante, Nigrospora, que teve 82 isolados. Ja a ordem
Pleosporales teve 147 isolados fungicos, distribuidos entre o0s géneros
Alternaria, Corynespora, Curvularia, Kalmusia, Periconia, Pithomyces,

Stagonosporopsis e Stemphylium.

Xylariales  foi representada pelos géneros Annulohypoxylon,
Biscogniauxia, Daldinia e Xylaria, em Eurotiales foram encontradas espécies
dos géneros Aspergillus e Penicillium. Diaporthales foi representada pelos
géneros Diaporthe e Phomopsis. Em Hypocreales foram encontrados os
géneros Clonostachys, Fusarium e Sarocladium. Capnodiales,
Botryosphaeriales e Sporidiobolales foram representados apenas por um
género cada, sdo eles: Cladosporium, Phyllosticta e Rhodotorula,
respectivamente. O isolado TC39 teve a identificacdo apenas em nivel de

classe, sendo identificado como Sordariomycetes sp.

Alguns isolados apresentaram baixa identidade quando comparada a

sua sequéncia com outras do Genbank, sao eles: TC81, TO87, TC123 e



30

TO194. O isolado TO194 (Nigrospora sp 2.) € uma hova espécie para a
ciéncia.

Uma arvore filogenética foi construida, a partir de sequéncias ITS do
rDNA, para confirmacgdo dos resultados obtidos na analise de BLASTn, usando
Inferéncia Bayesiana (Bl) (Figura 6). O isolado TC39 agrupou com sequéncias
de Sordariomycetes sp., ja os isolados TO121 e TC211 foram agrupados como
sequéncias de Colletotrichum sp. 4, e Colletotrichum sp. 1, respectivamente.
Os isolados TC257 e TO138 agruparam-se com Colletotrichum gloeosporioides
e Clonostachys rosea, respectivamente. A sequéncia de TO10 agrupou-se
como Fusarium keratoplasticum e TO43 com Sarocladium sp., enguanto
Biscogniauxia sp. foi representada na arvore pela sequéncia TC172.

Os isolados TO178, TC277, TC289, TO129 agruparam-se com outras
sequéncias de Nigrospora, no entanto nao foi possivel sua idenficacdo a nivel
de espécie. Quatro sequencias (TC66, TO64, TC266, TC30) agruparam com
espécies do género Xylaria, Xylaria muscula, Xylaria sp. 1, Xylaria berteroi e
Xylaria sp. 3, respectivamente. Os isolados TO14 e TC70 agruparam-se com
sequencias de Annulohypoxylon sp. e Annulohypoxylon stygium,
respectivamente. Os isolados TO116, TO96, TO19 agruparam-se com
espécies de Daldinia sendo, respectivamente, Daldinia theissenii, Daldinia sp. e
Daldinia eschscholtzii. As sequéncias dos isolados TC300 e TC197 incluiram-
se no género Diaporthe (Diaporthe helianthi e Diaporthe sp. 1), enquanto o
isolado TC231 foi identificado na arvore filogenética como Phomopsis sp. Os
isolados do género Phyllosticta foram representados por Phyllosticta sp. 1
(TO149), Phyllosticta sp. 2 (TO150/TC269) e Phyllosticta sp. 3 (TC298).

O filo Basidiomycota foi representado pela ordem Sporidiobolales, que
apresentou apenas um isolado (TO140), essa espécie foi identificada como
Rhodotorula sp. com um percentual de identidade de 99.81%, de acordo com o
Blastn. O isolado TO192 agrupou filogeneticamente com Periconia byssoides e
TO166 agrupou com Pithomyces chartarum. Kalmusia italica foi representada
pelo isolado TO100. Os isolados TO24 e TC287 foram agrupados com
Corynespora cassiicola.

O género Stagonosporopsis foi filogeneticamente representado pelas
espécies Stagonosporopsis sp. (TO221 e TC26) e Stagonosporopsis
cucurbitacearum (TC23). Os isolados TO59, TO7 e TO180 agruparam-se com
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Alternaria dauci, Alternaria sp. 1 e Alternaria sp. 2, respectivamente. Os
espécimes TO215 e TC123 agruparam com Curvularia geniculata e Curvularia
intermedia, respectivamente. O género Stemphylium foi filogeneticamente
representado por quatro isolados Stemphylium lycopersici (TO23/TC100),
Stemphylium solani (TC54) e Stemphylium sp. (TC57).



32

Figura 7- Arvore filogenética construida usando a regido ITS do rDNA, mostrando o
posicionamento das sequencias dos isolados fungicos obtidos em folhas de tomateiro.
Valores de suporte sdo de analises de inferéncia bayesiana. Sequéncias em negrito foram
geradas neste trabalho.
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Igualmente, foi construida uma arvore usando analise Bayesiana (Bl) a
partir de sequéncias do gene B-tubulina (Figura 7). As sequéncias dos isolados
TO2, TC219, TC6/TO70, TO155, TO40 e TO159 agruparam-se em Aspergillus,
sendo respectivamente representados por Aspergillus chevalieri, Aspergillus
tubingensis, Aspergillus niger, Aspergillus stellifer e Aspergillus sydowii.
Cladosporium oxysporum foi representado na arvore pelo isolado TO5. O
isolado TO74 foi morfologicamente identificado como Diaporthe sp. 2, no
entanto filogeneticamente agrupou-se dentro do clado sordariomycetes néo
sendo possivel a identificacdo a nivel especifico. Penicillium citrinum teve
apenas um isolado representado na arvore o TO195. O isolado TO87 agrupou
com Xylaria cubensis. No género Diaporthe as sequencias dos isolados do
presente estudo agruparam-se com Diaporthe masirevicii (TO57), Diaporthe sp.
1 (TO237), Diaporthe sp. 3 (TO123) e Diaporthe passiflorae (TC8).
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Figura 8- Arvore filogenética construida usando a regido B-tubulina do rDNA, mostrando o
posicionamento das sequencias dos isolados fangicos obtidos em folhas de tomateiro. Valores
de suporte sdo de andlises de inferéncia bayesiana. Sequéncias em negrito foram geradas
neste trabalho.
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Uma arvore filogenética a partir de sequéncias do gene TEF-1a também
foi construida (Figura 8). O isolado TC61 foi agrupado como Monosporas sp.
Cladosporium tenuissimum foi representado na arvore filogenética como o
isolado TC167. O isolado TO194 filogeneticamente dentro do género
Nigrospora ndo se agrupou com outras espécies, sendo considerada uma nova
espécie para ciéncia. Os isolados TC295, TO17, TC33, TC165, TC81, TC83 e
TO50, agruparam como Nigrospora osmanthi, N. saccharicola, N. hainanensis,

N. zimmermanii, Nigrospora sp. 5 e Nigrospora brasiliensis, respectivamente.
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Figura 9- Arvore filogenética construida usando a regido TEF-1 do rDNA, mostrando o
posicionamento das sequencias dos isolados fungicos obtidos em folhas de tomateiro.
Valores de suporte sdo de andlises de inferéncia bayesiana. Sequéncias em negrito foram

geradas neste trabalho.
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A figura 9 representa uma arvore filogenética obtida a partir de
sequéncias do gene GAPDH de isolados de Colletotrichum. O isolado TO68
agrupou com alto valor de suporte com Colletotrichum truncatum. Os isolados
TO31 e TC224 foram agrupados com Colletotrichum fructicola, o isolado TC281
foi inserido no grupo da espécie Colletotrichum siamense. Além disso, o0s
isolados TO62, TO88, TO125, TO97, TC9, TC46, TO114/TC34 e TC40 foram
representados na &arvore como Colletotrichum plurivorum, Colletotrichum
musicola, Colletotrichum orchidearum, Colletotrichum cliviicola, Colletotrichum
sp. 3, Colletotrichum sp. 2, Colletotrichum karsti e Colletotrichum brasiliense,

respectivamente.

Figura 10- Arvore filogenética construida a partir do gene GAPDH, mostrando o
posicionamento das sequencias dos isolados flingicos obtidos em folhas de tomateiro.
Valores de suporte séo de analises de inferéncia bayesiana. Sequéncias em negrito foram
geradas neste trabalho.
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5 DISCUSSAO

Estudou-se a comunidade de fungos endofiticos em folhas sadias de
tomateiro cereja, variedade carolina, cultivados em diferentes sistemas de
manejo (organico e convencional). No presente estudo encontramos um
namero de isolados fangicos (415 isolados) semelhante a outros estudos. Silva
(2016) relatou 476 espécimes de fungos endofiticos em folhas de Sorghum
bicolor. Em um estudo realizado por Freire et al. (2016) 400 espécimes de
fungos endofiticos foram encontradas em plantas do Parque Nacional da
Restinga de Jurubatiba. Souza et al. (2004), relataram 571 isolados de fungos

endofiticos em plantas toxicas da Amazoénia.

A composicdo da comunidade de fungos endofiticos no vegetal sofre
influéncia de diversos fatores. No presente estudo os resultados mostram que
os diferentes sistemas de cultivos (organico e convencional) podem influenciar
a comunidade endofitica. Apesar dos dois tipos de cultivos (organico e
convencional) apresentarem um numero de isolados (215 e 200,
respectivamente) e uma riqueza (34 e 28, respectivamente) apenas 14
espécies foram compartilhadas entre os diferentes sistemas de cultivo. Tanto o
sistema de cultivo organico como o convencional possuiram muitas espécies
de fungos endofiticos exclusivas. Em um estudo sobre berinjela (Solanum
melongena L.), foi possivel observar que diferentes praticas de manejo podem
influenciar na composicdo da comunidade de fungos endofiticos (RAPOSO,
2021). VARANDA et al. (2016) relataram que os fungos endofiticos em videira
podem ser influenciados tanto pela cultivar como pelo modo de manejo da
planta. A comunidade de fungos endofiticos varia de acordo com fatores
externos, como as condi¢des climaticas, e fatores internos como a fisiologia do
vegetal. O presente estudo é o pioneiro em se tratando de fungos endofiticos
em folhas de tomateiro cereja, além disso foi possivel registrar uma espécie

nova para ciéncia (Nigrospora sp.2).

Oliveira et al. (2014) relataram que Coffea arabica abriga uma
consideravel diversidade de fungos endofiticos tanto no sistema de cultivo
organico como no convencional, no entanto o mesmo estudo relatou um
namero maior de isolados associados ao cultivo convencional (176) e um

menor nimero associado ao cultivo organico (160). Xia et al. (2019) em um
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estudo sobre comunidade de fungos endofiticos em milho, tomate, melao e
pimenta, relataram que o numero de isolados de fungos endofiticos associado
com todas as quatro espécies de plantas foi maior no sistema de cultivo
organico (550 isolados) do que no sistema convencional (190). Nos estudos
citados acima, foi possivel constatar que tanto o sistema organico como o

convencional possuiram espécies exclusivas para cada sistema.

Das 76 espécies encontradas, 39 foram consideradas raras por
apresentarem apenas um ou dois isolados. Outros estudos também evidenciam
um namero consideravelmente alto para espécies raras (SANTAMARIA et al.,
2018; SILVA, 2020). De acordo com os resultados obtidos, o tomateiro cereja
abriga alta riqueza de espécies endofiticas. Nascimento (2014) relatou em um
estudo feito em folhas de aceroleira alta rigueza de enddfitos. Por outro lado,
Oliveira et al. (2014) constataram que as comunidades de fungos endofiticos
apresentaram pouca riqueza de espécies, em um estudo comparando a
comunidade endofitica do cafeeiro em sistema de cultivo organico e

convencional.

O indice de Shannon-Wiener (H’) revelou que tanto o sistema de cultivo
convencional quanto o organico apresentam alta diversidade de fungos
endofiticos, quando comparado com outros estudos. Oliveira et al. (2014)
estudando a comunidade de fungos endofiticos em Coffea ardbica observaram
um indice de diversidade de fungos endofiticos semelhante em ambos os
sistemas de manejo (convencional e organico). Enquanto Radi¢ et al. (2014)
relataram que o sistema de cultivo organico apresentou maior diversidade de

fungos em vinhedos do sul da Croécia.

No presente estudo, a maioria dos taxons encontrados foram
representados pelo filo Ascomycota. Estudos mostram que € comum as
espécies endofiticas serem predominantemente do filo Ascomycota (REN et al.,
2019; SILVA, 2020; SANTOS, 2021). Levando em consideracéo as ordens, as
mais frequentemente associadas aos dois tipos de sistema de cultivo foram
Trichosphaeriales, Pleosporales e Glomerellales. Consequentemente,

Nigrospora, Stemphylium e Colletotrichum foram os géneros mais frequentes.
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O género Nigrospora é comumente relatado como enddfito de diversos
vegetais. Espécies de Nigrospora ja foram encontradas como endoéfitos em
folhas de Guarea macrophylla e Paubrasilia echinata, no estado da Bahia (DOS
SANTOS, 2021). Nigrospora também foi relatada como fungo endofitico em
culturas de soja (Glycine max L. Merril) em sistema de cultivo organico e
convencional, no Parana (DA COSTA STUART, 2018). Além disso, Nigrospora
também foi relatada em folhas de tomate, milho, melancia, e pimenta cultivadas
em sistemas de manejo organico e convencional (XIA et al. 2019). Por outro
lado, um estudo feito em semente de cartamo (Carthamus tinctorius L.) relatou
0 género Nigrospora como fitopatdégeno (MENEGAES, 2021). Dos 25 géneros
encontrados neste estudo, Nigrospora foi o mais representativo, com espécies

relatadas nos dois sistemas de cultivo (organico e convencional).

De acordo com Llorente et al. (2006) espécies do género Stemphylium
sdo causadoras da doenca estenfiliose, que € responsavel por elevados
prejuizos em grandes areas de pomares pela Europa. A estenfiliose (mancha
de estenfilio) € uma doenca do tomateiro, que ocorre em todas as regides onde
se cultiva o tomateiro (Solanum lycopersicum L.), e pode prejudicar a planta em
gualquer estagio de vida (BIZARRO, 2012). Apesar de ser um fungo relatado
como patégeno de plantas, o género Stemphylium ja foi isolado como
endofitico de uma variedade de plantas incluindo folhas sadias de Vitis
labrusca |. cv. isabel, no vale do Siriji, em caule de Mentha pulegium e em
Holcus lanatus (graminea) (LIMA, 2010; TEITEN et al., 2013; SANCHEZ
MARQUEZ, 2009). Neste trabalho, Stemphylium lycopersici foi relatada como a
espécie mais frequente, e consequentemente um dos géneros mais
representativo, além disso, espécies de Stemphylium foram encontradas nos

dois sistemas de cultivo.

O género Colletotrichum é considerado patégeno de diversas plantas.
No entanto, apesar de causar grandes perdas na agricultura, Colletotrichum é
um género comumente encontrado como endofitico. Mélo (2019) isolou
espécies de Colletotrichum em folhas de Guapira nitida e Nectandra sp., no sul
da Bahia. Santos (2020) relatou Colletotrichum como o0 género mais

representativo em folhas de Cariniana legalis, Guarea macrophylla e
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Paubrasilia echinata. Em outro estudo, Aradjo (2001) mostrou que

Colletotrichum foi o género mais frequente em folhas de Citrus rootstocks.

Silva (2020) mencionou que Alternaria foi um dos géneros, de fungos
endofiticos, mais dominante em folhas de cucurbiticeas em Pernambuco.
Basilio (2021) também confirmou, em seu estudo feito com videiras de
Alentejo, que o género Alternaria era o mais frequente, corroborando com o
estudo realizado por Silva (2020). O género alternaria também foi citado como
fungo endofitico, isolado de foliolos e ramos Poincianella pyramidalis de area
de Caatinga (OLIVEIRA, 2019). Alternaria também foi isolado como endofitico
em caule de tomate de cultivo natural no Japao (DASTOGEER, 2020). Por
outro lado, Alternaria foi citado como fitopatégeno em folhas de mamoeiro em
fazendas localizadas no estado do Rio Grande do Norte (BRITO, 2019), além
disso, Halawa (2019) citou Alternaria como um agente causal de doencas em

Conocarpus erectus.

Annulohypoxylon foi um género isolado como endofito de Citrullus
lanatus (SILVA, 2020), Guapira nitida (MELO, 2019) e Paubrasilia echinata
(SANTOS, 2021). Em todos os trabalhos citados acima, o nimero de isolados

foi baixo comparado com outros géneros.

Aspergillus é um género comumente encontrado, sendo citado em
diversos vegetais de importancia econdmica como Sorghum bicolor, Phaseolus
vulgaris (Feijdo), Oryzae sativa (Poaceae), Lycopersicon Esculentum (tomate),
Theobroma cacao (cacau), cana-de-acucar e morango (SILVA (2016); PARSA
et al. (2016); POTSHANGBAM et al. (2017); XIA et al. (2019); HANADA et al.
(2010); ROMAO-DUMARESQ et al. (2016); AMATUZZI, (2017).

O género Biscogniauxia, foi citado como fungo endofitico de Cactos
(Opuntia humifusa) (SILVA-HUGHES et al. 2015). Rogers (2000) relatou que
diversas espécies do género Biscogniauxia sdo patdgenos latentes, ou seja,
invadem o hospedeiro e permanecem quiescentes até que o estresse permita

gue o patégeno colonize rapidamente o hospedeiro.

Cladosporium é considerado um género cosmopolita, algumas de suas
espécies sdo patdgenas de varios vegetais e humanos (OGOREK, 2012).
Porém, Cladosporium é amplamente citado como endofitico, tanto neste estudo
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como em folhas de soja (Glycine max L. Merril), melancia (Citrullus lanatus),
abobora (Cucurbita moschata) e berinjela (Solanum melongena L.) (DA COSTA
STUART et al., 2018; SILVA, 2020; RAPOSO, 2021).

O género Clonostachys € comumente citado em trabalhos relacionado a
controle biologico, a espécie encontrada no nosso trabalho Clonostachys rosea
€ bastante utilizada no controle de varios patégenos em diversos hospedeiros
(SARAIVA et al., 2014). Castro avaliou o uso de Clonostachys sp. como
promotor de crescimento na cultura da soja (CASTRO, 2020). Além disso,
Hanada et al. (2010) isolou espécimes de Clonostachys em Theobroma cacao,

como endofitico.

Corynespora, neste estudo, foi um dos géneros encontrados nos dois
sistemas de manejo (organico e convencional), representado pela espécie
Corynespora cassiicola, que € comumente citada na literatura como um
patogeno (TERAMOTO, 2013; SCHLUB, 2007). De acordo com Déon (2012),
Corynespora cassiicola esta presente em seringueiras no Brasil de forma

endofitica.

Curvularia foi isolado como endéfito de Ocotea corymbosa, milho (Zea
mays L.), sorgo (Sorghum bicolor), Cucurbita moschata, Citrullus lanatus e
Cucumis melo (TELES, 2005; FERREIRA, 2010; ZIDA et al., 2014; OLIVEIRA,
2018; SILVA, 2020). Uma espécie do género curvularia também ja foi relatada

causando requeima em plantacdes de tomate no Egito (ABDELFATAH, 2021).

Fungos endofiticos do género Daldinia geralmente sdo citados na
literatura como um excelente inibidor da acdo fungica, reforcando que ainda
existe muito para ser estudado em relacdo aos fungos endofiticos
(KHRUENGSAI et al. 2021; PANDEY, 2014; LIARZI et al., 2016).

Kalmusia foi relatado na literatura como enddfito de duas variedades de
uvas (Sweet Scarlet e Flame) (WIJEKOON & QUILL, 2021) e foi relatado
também em tecidos de Hevea brasiliensis, uma planta nativa da floresta
amazonica brasileira (ARAUJO et al., 2020). Entretanto, ABED-ASHTIANI et al.
(2019) relataram Kalmusia como patégeno, causando sintomas e doencas no
tronco de Grapevine (Vitis vinifera L.), lenvando a um declinio na producédo de

uvas no ira.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/theobroma-cacao
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Penicillium foi isolado como endofitico de tecido saudavel da casca de
Azadirachta indica (KUMARI, 2021), sendo também relatado como endofitico
em soja (Glycine max. L), onde foi capaz de inibir todos os fitopatdbgenos deste
vegetal (SPELTRI, 2021). Micotoxinas, fungicidas, herbicidas, inseticidas,
antioxidantes enzimas, anticancerigenos e antibiéticos sao citados na literatura
como metabolitos secundarios produzidos por fungos do género Penicillium
(FRISVAD et al., 2004). Além disso, Penicillium foi relatado como fitopatégeno
em sementes de Cuia, Jenipapo e Jucara, representando a metade dos
isolados em semente de Cuia (DO ROSARIO, 2022).

Periconia foi relatado como endofitico em raizes de Sorghum bicolor e
em folhas saudaveis de Manihot esculenta Crantz e Mentha piperita
(OLIVEIRA, 2018; HERRMANN, 2019; RAMIREZ-CAMEJO, 2022). Além disso,
Periconia foi isolado, como endofito, de plantas de tomate (Solanum
lycopersicum var. Big Beef) em plantacbes com manejo organico e
convencional (XIA, 2019). Entretanto, a espécie Periconia byssoides, a mesma
encontrada nesse estudo, foi citada como fitopatdbgeno em folhas de Cassia
fistula, causando mancha foliar (OLIVEIRA, 2020).

Phomopsis sp. e Diaporthe sp. foram mais dominantes em folhas e
ramos de Stryphnodendron adstringens, popularmente chamado de barbatim&o
e Solanum lycocarpum, comumente chamada de lobeira, ambas séo utilizadas
no ambito medicinal (TORRES, 2022). De acordo com LAHLALI e HIJRI
(2010), Phomopsis sp. apresentou antagonismo inibindo o crescimento do
fungo fitopatogénico Rhizoctonia solani por competicdo por nutrientes e
espaco, em folhas de batata. O género Diaporthe (anamorfo: Phomopsis) esta
distribuido mundialmente e possui uma grande variedade de hospedeiros. As
espécies deste género podem ser fitopatdogenas, saprofitas ou simbiontes
endofiticos (UECKER 1988; UDAYANGA et al. 2011; GOMES et al. 2013).

Espécies do género Rhodotorula, pertencente ao filo Basidiomycota,
foram isolados como endofiticos de Triticum aestivum L. (trigo) e Hyptis
suaveolens (LARRAN et al.,, 2007; BARBOSA et al., 2015). Outros estudos
relatam espécies Rhodotorula em folhas de Malus doméstica (macd), Coffea

arabica (café), acerola, pitanga, umbu e Citrullus lanatus (melancia) (CAMATTI-
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SARTORI et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2014; TRINDADE et al., 2019; SILVA,

2020), vegetais de grande importancia econémica.

Espécies de Sarocladium foram citadas como enddfitas em folhas,
bainhas e em sementes de Brachiaria (LIU, 2017; TEASDALE, 2018). Em um
estudo feito por Tian et al. (2022), foi relatado que Sarocladium terricola possui
uma atividade antagbnica contra Meloidogyne incognita, em raizes de

tomateiro.

A classe Sordariomycetes é cosmopolita, relatada como patégeno e
endofito de plantas e responsaveis pela ciclagem de material em
decomposicdo (ZHANG et al., 2006). Maharachchikumbura et al. (2016)
estimaram que havia 1.331 géneros em 105 familias, 32 ordens, e seis
subclasses em Sordariomycetes. Neste estudo, apenas um isolado (TC39) foi
identificado como membro de Sordariomycetes, ndo sendo possivel sua

identificacdo em nivel de espécie.

O género Phyllosticta foi relatado como fungo endofitico em folhas de
cafeeiro em sistemas de manejo organico e convencional no nordeste do Brasil
(OLIVEIRA, 2014). Além disso, Phyllosticta foi relatado em caules e folhas de
Styrax sumatrana (ELFIATI et al. 2021).

Fusarium foi isolado de folhas de morango coletadas em fazendas com
cultivo organico e convencional, no Parana (AMATUZZI, 2017). Além disso,
Fusarium foi isolado de tecidos da parte aérea, raiz e sementes do tomate
(Solanum lycopersicum var. Big Beef) em plantacdes do sistema organico e
convencional (XIA, 2019). Os fungos do género Fusarium estdo entre o0s
principais fitopatégenos conhecidos, ocasionando doencas que provocam
perdas consideraveis na colheita de cereais, cultivo de hortalicas e frutas
(PARDO, 2022).

O género Xylaria é considerado um dos mais comumente encontrados
como endofiticos de regifes tropicais, porém néo é facilmente identificado em
nivel de espécie pela dificuldade de esporulacdo em meio de cultura (DAVIS et
al., 2003). Espécies do género Xylaria foram utilizadas no biocontrole de
doencas do tomateiro, além disso, também podem promover o crescimento do
vegetal (BROOKS, 2022).
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Pithomyces foi isolado como enddfito de Vitis vinifera, Styrax sumatrana
(PANCHER, 2012; ELFIATI et al. 2021). Pithomyces foi isolado pela primeira
vez em alburno, cultivaveis de variedades de azeitona da Apulia. O género
Pithomyces também é constantemente relatado como agente de biocontrole de

doencas fungicas em diversos vegetais (HANANI, 2021).

Stagonosporopsis cucurbitacearum foi isolado como endoéfito de
Glycyrrhiza glabra L. (Alcaguz), uma importante planta medicinal utilizada
tradicionalmente ao longo dos séculos (ARORA, 2019). Além do mais, Haga et
al. (2013) relataram que a espécie Stagonosporopsis cucurbitacearum foi
responsavel por desenvolver quatro tipos de alcaloides de piridina, que
mostraram atividade antifungica contra Candida albicans. Enquanto Yu et al.
(2017), isolaram dois novos compostos alcaloides de Stagonosporopsis
oculihominis, portanto, fungos do género Stagonosporopsis possuem alto
potencial para o0 desenvolvimento de metabolitos secundérios.
Stagonosporopsis cucurbitacearum foi uma das espécies mais frequente neste

trabalho, sendo exclusiva do sistema de cultivo organico.

Silva (2016) relatou espécies de Cladosporium, Colletotrichum e
Fusarium como endofiticos em sorgo, espécies desses géneros geralmente
séo citadas como fitopatogénicos, porém, nao foi relatado qualquer sintoma de
doencas nas plantas desse estudo. Diversas espécies encontradas nesse
estudo ja foram citadas na literatura como fitopatégenos, com isso podemos
destacar que o estudo revelou a ocorréncia desses fungos vivendo de uma

forma latente, ou seja, sem causar danos as folhas.

6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que o tomateiro
cereja, variedade carolina, cultivado em sistema orgénico e convencional,
abriga uma alta diversidade de fungos endofiticos, além disso os diferentes
sistemas de cultivo podem influenciar diretamente a composicdo das
comunidades desses fungos. O uso de agroquimicos pode reduzir a
abundéncia e rigueza da comunidade de fungos endofiticos em folhas de

tomate cereja.



45

A ocorréncia de uma nova espécie descrita para ciéncia sugere que é
possivel que a cultura do tomate abrigue outras novas ocorréncias de fungos

endofiticos.

Os dados obtidos no presente estudo podem servir de subsidio para
futuros trabalhos biotecnolégicos que podem ser aplicados na agricultura,

principalmente no controle biolégico de pragas.
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