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RESUMO

A Vellozia compacta Mart. ex Schult. & Schult. F. (Velloziaceae), popularmente
conhecida como canela-de-ema, € uma monocotiledénea tropical, endémica,
comum nas formacgdes quartziticas e adaptada aos multiplos estresses bioticos
e abioticos do ambiente. Fungos endofiticos sdo microrganismos que habitam o
interior dos tecidos vegetais, de forma inter ou intracelular, sem lhes causar
danos aparentes e sdo pouco conhecidos, tanto quanto a biodiversidade,
guanto aos diferentes fatores ecoldgicos envolvidos na associacdo fungo—
hospedeiro e fungo-habitat da planta envolvida. No presente estudo foi avaliada
a presenca de fungos endofiticos associados a folhas e raizes de V. compacta
presente em Afloramentos Rochosos dos estados de Minas Gerais e Tocantins.
Fragmentos de folhas e raizes sem qualquer tipo de dano ou doenca aparente
foram alvos para o isolamento dos fungos endofiticos. Apos coleta e isolamento
foram obtidos 97 isolados de fungos endofiticos, 43 obtidos de velozias
presentes na Serra do Ouro Branco e 54 de velozias presentes no Parque
Estadual do Jalapado. Do total, 37 isolados foram obtidos das folhas e 60 das
raizes. Todos os isolados foram devidamente preservados na Colecdo de
Culturas de Fungos do Laboratorio de Microbiologia DECBI/ICEB/UFOP. Os
fungos foram identificados por meio do seqlenciamento das regides ITS1-5.8S-
ITS2 do gene rDNA e pertencem aos géneros Acarospora A. Massal,
Chaetomium Kunze, Diaporthe Nitschke, Gelasinospora Dowding, Fusarium
Link , Penicillium Link, Pestalotiopsis Steyaert, Phoma Sacc., Phomopsis
(Sacc.) Sacc., Xylaria Hill ex Schrank, Alternaria Nees, Cladosporium Link,
Simplicillium Zare & W. Gams, Teratosphaeria Syd. & P. Syd. Dentre as
espécies identificadas, Fusarium oxysporum foi a mais frequente, seguida de
Pestalotiopsis microspora e Cladosporium cladosporioides. Em nivel de género,
Penicilium e Phomopsis foram os mais frequientes. A Taxa de Colonizacéo (Tc)
obtida em V. compacta foi de 20 %, sendo 16,6 % maior no PEJ em relacdo a
SOB e 22 % maior nas raizes do que nas folhas. Os resultados obtidos neste
estudo demonstraram que V. compacta constitui um interessante e singular

reservatorio natural de fungos endofiticos.
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Palavras-chave: fungos endofiticos, Vellozia compacta, ecologia de fungos,
biodiversidade, endemismo.
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ABSTRACT

The Vellozia compact Mart. ex Schult. & Schult. F. (Velloziaceae), popularly
known as canela-de-ema, is a tropical monocot, endemic, common in quartzite
formations and adapted to multiple biotic and abiotic stresses. Endophytic fungi
are microorganisms that live inside the vegetal tissues, in spaces inter or
intracellular, without causing any apparent damage and they are poorly known,
both in terms of biodiversity, as the various ecological factors involved in
fungus-host and fungus-habitat of the plant involved association. In this study
evaluated the presence of endophytic fungi associated with leaves and roots of
V. compact on rocky outcrops of the states of Minas Gerais and Tocantins.
Fragments of leaves and roots without any apparent damage or disease were
targeted for isolation of endophytic fungi. After collection and isolation were
obtained 97 isolates of endophytic fungi, 43 obtained from vellozias present in
Serra do Ouro Branco and 54 of the vellozias present in Parque Estadual do
Jalapéo. Of the total, 37 isolates were obtained from the leaves and 60 from the
roots. All isolates were properly preserved in the Culture Collection of Fungi of
Microbiology Laboratory DECBI/ICEB/UFOP. The fungi were identified by
sequencing of the regions ITS1-5.8S-ITS2 of rDNA gene and belong to the
genus Acarospora A. Massal, Chaetomium Kunze, Diaporthe Nitschke,
Gelasinospora Dowding, Fusarium Link, Penicillium Link, Pestalotiopsis
Steyaert, Phoma Sacc., Phomopsis (Sacc.) Sacc., Xylaria Hill ex Schrank,
Alternaria Nees, Cladosporium Link, Simplicillium Zare & W. Gams,
Teratosphaeria Syd. & P. Syd. Among the identified species, Fusarium
oxysporum was the most frequent, followed by Pestalotiopsis microspora and
Cladosporium cladosporioides. In the genus level, Penicillium and Phomopsis
were the most frequent. The Colonization Rate (Tc) obtained from V. compact
was 20%, being 16.6% higher in PEJ than SOB and 22% higher in roots than in
leaves. The results of this study showed that V. compact is an interesting and

unique natural reservoir of endophytic fungi.

Keywords: endophytic fungi, Vellozia compacta, fungal ecology, biodiversity,

endemism.
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1. INTRODUCAO

O reino Fungi representa um grupo microbiano pouco conhecido, tanto
flogeneticamente quanto a ecologia especifica e tem sido alvo crescente de
estudos para o entendimento das suas interacdes com 0s seres vivos e com 0
meio que os cerca. Nas interacbes ecoldgicas (fungo-hospedeiro), por
exemplo, pode haver a producdo de metabdlitos secundérios por parte dos
fungos em resposta as condi¢des ambientais bidticas e/ou abidticas sofridas
pelo hospedeiro. Por sua vez, esses metabdlitos muitas vezes desempenham
funcdes adaptativas essenciais ao hospedeiro, tanto em relagdo ao ambiente,
guanto em relacdo a protecao contra predacdo e parasitismo por outros seres.
Tais relacdes ecoldgicas no ambiente, em geral, sdo de extrema importancia
para o funcionamento e manutencgdo dos ecossistemas terrestres. As diferentes
associacdes entre microrganismos e plantas, por exemplo, atuam no controle
biol6gico de patégenos, influenciam na solubilizagdo de minerais e contribuem

para a estruturacao ecoldgica dos ecossistemas.

Quanto aos fungos endofiticos, estes sdo microrganismos que vivem
inter ou intracelularmente nos tecidos de sua planta hospedeira, em algum
tempo do seu ciclo de vida (PETRINI et al. 1992), sem causar sintomas
aparentes de doencas (SINCLAIR et al. 1996; apud ESTEVES et al. 2007) e
gue podem estar associados a planta de forma neutra, simbidtica, ou

antagonica.

Acredita-se que todas as plantas podem ser hospedeiras de um ou mais
fungos enddfitos, ja que estes foram encontrados em todas as espécies de
plantas pesquisadas até 0 momento, podendo haver ou néo interespecificidade
e/ou dependéncia. O conhecimento destes microrganismos, de sua
biodiversidade, da filogenia e das relacdes ecoldgicas bidticas e abioticas, é
promissor e de suma importancia para se entender as diferentes interacdes e
funcionalidades em um ecossistema, para a bioprospeccdo e para a

biotecnologia.

Vellozia compacta é uma planta endémica dos Campos Rupestres,

presente em afloramentos rochosos e adaptada as condicdes limitantes de

15



sobrevivéncia, tais como: baixa disponibilidade de &gua e nutrientes, excesso

de radiacdes solares (principalmente UV), entre outras.

De acordo com STROBEL et al. (2004), alguns critérios sao utilizados
para a escolha de plantas alvos para o isolamento de fungos endofiticos. Entre
eles se destacam a selecao de plantas presentes em ecossistemas unicos e/ou
adaptadas a condicfes limitantes de sobrevivéncia, quando comparadas a
maioria das plantas terrestres. Vellozia compacta é uma espécie de planta
adaptada a um ambiente singular por suas caracteristicas abiéticas peculiares
e restritivas, como alta radiacdo UV, baixa disponibilidade hidrica e de
nutrientes, dentre outras, e devido a estas caracteristicas foi selecionada neste
estudo como alvo para o conhecimento da sua comunidade de fungos
endofiticos associados. Quanto aos ambientes, comparativamente estes
apresentam localizacdo geogréfica, condi¢cdes climaticas, composicéo
faunistica e da flora, consideravelmente distintas e de grande valor ecologico,

singulares a cada um.

Ao final deste trabalho espera-se responder as seguintes perguntas:

e A espécie Vellozia compacta constitui uma fonte de fungos endofiticos

em seus tecidos vegetais?
e Qual a diversidade de espécies de fungos endofiticos em V. compacta?

e V. compacta abriga possiveis novas espécies de fungos endofiticos? Ou

endémicas?

e Existe uma similaridade entre as espécies de fungos presentes nos

afloramentos rochosos dos estados de Minas Gerais e Tocantins?

e Baseado na literatura, as espécies de fungos associados a V. compacta

apresentam alguma importancia ecologica, evolutiva ou biotecnoldgica?

16



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Ecologia microbiana

O funcionamento dos ecossistemas terrestres depende de uma
intrincada e complexa rede formada pelo balanco entre os diferentes fatores
fisicos, quimicos e biolégicos do ambiente. A fracao biolégica € composta por
anelideos, insetos, nematoides e, principalmente por microrganismos (bactérias
e fungos). Os microrganismos realizam diversas funcdes ecoldgicas essenciais,
tais como decomposicdo da matéria organica, liberacdo de nutrientes em
formas disponiveis as plantas e degradacdo de substancias toxicas. Além
disso, formam diferentes associa¢cdes com plantas, atuam no controle biolégico
de patogenos, influenciam na solubilizacdo de minerais e contribuem para a
estruturacdo ecolégica do ecossistema, a exemplo dos fungos endofiticos
(KENNEDY et al. 2002; apud ARAUJO et al. 2007).

A partir da segunda metade do século XX a ecologia microbiana se
desenvolveu como uma disciplina independente, demonstrando que o0s
principios gerais da ecologia sdo aplicaveis aos microrganismos e que estes
principios podem ser integrados aos atuais paradigmas ecoldgicos. Desde
entdo, mudancas revolucionarias surgiram devido ao impacto das novas
tecnologias dentro das areas da biologia celular e molecular e tém contribuido
profundamente para melhorar e aprofundar o conhecimento acerca das
relacbes entre os microrganismos e o ambiente (ECO QUIMICA: Portal de
Quimica e Meio Ambiente, 2009). Além disso, as ferramentas moleculares
possibilitaram as condi¢cdes necessarias para expandir o0 conhecimento relativo
a composicao, a fisiologia e a filogenia das comunidades microbianas, o que é
fundamental para as investigacdes na area da ecologia microbiana e para o
entendimento e a determinacdo da forma como se desenvolve o equilibrio em
comunidades microbianas que € de suma importancia para o equilibrio dos

ecossistemas como um todo.
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2.1.1. Ecologia de fungos

Os fungos, “organismos aclorofilados, nucleados, produtores de esporos,
gue geralmente se reproduzem sexuadamente e assexuadamente e cujas
estruturas soméaticas filamentosas e ramificadas sédo envolvidas por paredes
celulares contendo celulose, quitina, ou ambas" (ALEXOUPQULOS et al. 1996;
apud DIAS, 2005), sdo objeto de estudo da Micologia, possuindo ainda
ramificacdes, aplicacdes e disciplinas na medicina, veterinéria, bioquimica,

genética, citologia, ecologia, dentre outras.

Estes organismos sdo heterotréficos e, portanto ndo podem sintetizar
moléculas organicas a partir de moléculas inorganicas como fazem as plantas.
Eles alimentam-se pela secrecdo de exoenzimas digestivas no substrato ao

seu redor e entdo absorvem os nutrientes digeridos.

Estes organismos desempenham fungdes ecoldgicas Unicas nos
ecossistemas e ocorrem em todos os ambientes da Terra, seja dispersos no
meio ambiente, associados a vegetais, no ar atmosférico, no solo, ou na agua.
Eles sdo os principais intervenientes no sequestro de carbono, reciclagem de
nutrientes, sucessao ecolégica e apresentam uma ampla gama de
comportamentos e interacdes, podendo ser decompositores ou saprofitos,
parasitas, predadores, simbiontes, mutualistas e comensais (HAWKSWORTH,
2004).

A maioria dos fungos sdo decompositores ou saprofitos primarios em
seus habitats, alimentando-se de matéria morta ou em decomposi¢do, como
folnas e outros detritos que se acumulam no solo, e assim promovendo a
ciclagem biogeoquimica dos nutrientes que se tornam disponiveis para outros
organismos. Muitos fungos séo parasitas e se alimentam de organismos vivos
sem mata-los e séo responsaveis por doencas em plantas e animais como a
ferrugem do milho, doenca de olmo holandés, as micoses, dentre outras.
Outros fungos, usualmente Ascomycetes, vivem como liquens, uma relacéo
simbidtica muito estreita entre um fungo e um organismo fotossintético, ou

como as micorrizas (SILVA, 2007).
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A ecologia dos fungos é especialmente importante para as plantas. Por
exemplo, as sementes de orquideas ndo germinam até serem invadidas por
fungos endomicorrizicos do género Rhizoctonia. Mais de 90% das espécies
vegetais do planeta sdo dependentes de pelo menos um dos diferentes tipos
de micorrizas, que € uma espécie de relacdo mutualistica entre fungos e
plantas, em que as raizes das plantas estdo intimamente associadas com hifas
e outras estruturas de fungos. A planta fornece os nutrientes, enquanto o fungo
obtém agua e minerais que a rede de hifas é capaz de encontrar muito mais

eficientemente do que as raizes da planta (PEREIRA et al. 2005).

Hoje, mediante os inUmeros avan¢os e descobertas acerca do mundo
ecolégico microbiano nos ecossistemas, tem se tornado possivel estudos e
aplicabilidades destes microrganismos como ferramentas na biodegradacéo, na
biorremediacdo e no biocontrole, temas de suma importancia para a
conservacao e restauracdo ambiental. A biodiversidade fungica € um
componente chave na manutencdo dos ecossistemas, pois 0s fungos estéo
intimamente envolvidos no seu adequado funcionamento, desempenhando

funcdes no controle populacional e nas inUmeras sucessoes ecoldgicas.

2.1.2. Os fungos endofiticos

2.1.2.1. Biodiversidade de endofiticos

Os microrganismos endofiticos: protistas, insetos, bactérias e fungos que
passam parte ou todo o seu ciclo de vida colonizando os espacos inter ou
intracelulares de tecidos vivos de uma planta hospedeira, onde desempenham
diferentes interacdo sem contudo causar efeitos negativos (SCHULZ et al.
2005; STROBEL et al. 2003).

Estes microrganismos foram mencionados pela primeira vez no inicio do
século XIX, mas foi em 1866 que Bary delineou pela primeira vez a diferenca
entre estes e 0s patdgenos de plantas. Entretanto, foi apenas no final dos anos
70, do presente século, que os microrganismos endofiticos comecaram a
adquirir importancia, quando foi entdo verificado que estes apresentavam

interacdes simbidticas com os hospedeiros (AZEVEDO, 1999).
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O Reino Fungi, de maneira geral, foi inicialmente estimado entre 1 + 5
milhdes de espécies e posteriormente em cerca de 1,5 milhdes espécies, das
quais menos de 10 por cento foram descritas até o presente momento
(HAWKSWORTH, 1991; HAWKSWORTH, 2004). Enquanto isso, as
estimativas da diversidade de fungos endofiticos giram em torno de um milh&do
de espécies, o que corresponde a quatro endofiticos por cada uma das
250.000 espécies de plantas existentes. Estes organismos colonizam inimeros
habitats (dguas doces e salgadas, terra, madeira, estrume, residuos
gueimados) e organismos vivos (plantas, animais, e outros microrganismos)
desempenhando funcbes primordiais nos ecossistemas, sendo inclusive
capazes de retirar nutrientes e se disseminarem por meio das sementes da
planta hospedeira (GANLEY et al. 2004).

O taxa dos fungos endofiticos, que sao mais freqientemente relatados,
tendem a pertencer a grupos de fungos compostos tanto por endofiticos,
guanto por parasitas morfologicamente semelhantes. Deste modo, € plausivel
gue endofitos sdo conhecidos parasitas em uma fase latente dentro do
hospedeiro (GANLEY et al. 2004).

A biodiversidade dos fungos endofiticos € composta por representantes
dos filos Ascomycota, Zygomycota, Basidiomycota, Glomerulomycota e
Dothideomycete (HUANG et al. 2001; SURYANARAYANAN et al. 2005;
GUNATILAKA, 2005; apud ARNOLD, 2007) e por varios géneros como:
Arthrobotrys, Dendrophora, Diatrypella, Oudemansiella, Mucor e Phlebiopsis,
Botryosphaeria, Coprinus, Curvularia, Eutypella, Fusarium, Microdochium e
Phoma, Bipolaris, Petriella, Phanerochaete Collethotrichum e seu anamorfo
Glomerella (VIEIRA. 2008), e também Fusarium, Neotyphodium, Epicoccum,
Colletotrichum, Alternaria, Neotyphodium, dentre varios outros que sé&o

freqientemente relatados em outros trabalhos (ALMEIDA et al. 2005).

2.1.2.2. Relacbdes ecologicas dos fungos endofiticos

De acordo com STROBEL et al. (2003), as florestas tropicais e
temperadas constituem 0s ecossistemas terrestres com maior biodiversidade

do planeta e para muitos autores a diversidade fungica atinge seu épice em
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florestas tropicais (ARNOLD et al. 2000; STROBEL et al. 2003). Para
HAWKSWORTH (2001), dentre os ecossistemas do planeta, aqueles com
maior biodiversidade sdo também aqueles que tém apresentado maiores
riguezas e frequéncias de fungos endofiticos. Estd implicito também que as
plantas lenhosas provavelmente apresentem maior riqueza de fungos
endofiticos que as plantas herbaceas e que a localizacdo geogréfica parece
influenciar de vérias formas significativas a producédo de moléculas bioativas na
planta, tanto do ponto de vista qualitativo quanto quantitativo (STROBEL,
2006). Estudos estatisticos em outros trabalhos mostraram que endofiticos de
regibes tropicais produzem maior ndmero de metabdlitos ativos quando
comparados aqueles presentes em outras regifes, jA que estes estariam

expostos a um ambiente de maior biodiversidade.

Durante a evolucéo das plantas, associacdes mutualisticas com fungos
endofiticos ocorreram e promoveram adaptacdes relacionadas a capacidade de
defesa da planta contra predadores e patdégenos, aumentando a taxa de
crescimento vegetal, enraizamento e resisténcia a estresses bidticos e
abioticos. Os fungos endofiticos produzem ou induzem a producdo de
metabolitos primarios e secundarios que se destacam por melhorar o
desempenho de seu hospedeiro, protegendo-o de herbivoros, patdgenos e
situacbes ambientais adversas (CLAY et al. 2002). Em contrapartida,
endofiticos podem receber protecéo e nutrientes do hospedeiro (BACON, 1993;
REDMAN et al. 2002; apud HANADA, 2006; SOUZA et al. 2004). Véarios
estudos indicam que a riqueza de fungos endofiticos aumenta conforme
aumenta a idade foliar e que a diversidade pode variar sazonalmente e em
relacédo as variacdes abiodticas e bidticas (ARNOLD et al. 2003; COLLADO et al.
1999 apud ESTEVES et al. 2007).

Apenas alguns poucos estudos tém enfocado determinar as relacfes
ecolégicas de endofiticos associados a plantas lenhosas ou em usar estas
informacBes para orientar o cultivo e a inoculacdo de fungos endofiticos
benéficos em tecidos vegetais. Como exemplo, e de acordo com ALMEIDA et
al. (2005), o tratamento in vivo com fungos endofiticos em Theobroma cacao
mostraram quase 50% a menos de danos devido ao patdégeno Phytophthora

sp. quando comparado com as folhas sem endofiticos.
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Algumas espécies de fungos como E. nigrum e Neotyphodium sp.
podem ser utilizadas no controle biolégico contra patéogenos de plantas. Em
muitas dessas associacdes, a producao de alcaldides pelos fungos resulta na
reducdo da herbivoria por insetos ou mamiferos, e isso beneficia a planta
hospedeira e os fungos, que por sua vez se beneficiam pelo acesso aos
nutrientes produzidos pela planta (BREEN, 1994; BUSH et al. 1997 apud
ALMEIDA et al. 2005). Outro exemplo seria o efeito repelente de metabdlitos
produzidos por fungos endofiticos da familia Xylariaceae, contra as larvas dos
besouros vetores de doencas em plantas do género Fagus (AZEVEDO et al.
2000). Existem outras caracteristicas importantes atribuidas a esses
organismos, como producédo de fitormdnios, toxinas, farmacos e compostos de

interesse biotecnoldgico ainda a serem investigados.

2.2. Vellozia compacta Mart. ex Schult. f.

A familia Velloziaceae, popularmente conhecida por canelas-de-ema, é
constituida por mais de 270 espécies de plantas herbaceas e arbustos
perenes. Destas, 230 sdo espécies endémicas do Brasil e mais de 160 sao
endémicas dos Campos Rupestres de Minas Gerais, 0 que certamente tem
influenciado para que diversas espécies sejam relacionadas como ameacadas,
jd& que a destruicdo de seus habitat € uma ameaca direta as espécies
endémicas presentes (GIULIETTI et al. 2005; apud SOARES et al. 2007).

No geral, as velOzias sdo plantas essencialmente tropicais que vivem
preferencialmente em afloramentos rochosos localizados em regides de
altitudes elevadas, em condi¢des de alta irradiacdo solar, baixa disponibilidade
hidrica e estdo concentradas principalmente nas formacfes quartziticas da
Cadeia do Espinhaco, um importante complexo de montanhas que abrigam
ecossistemas de Campo Rupestre, Mata Atlantica, Cerrado e Caatinga, uma
mistura de ambientes com extrema diversidade biol6gica e que, ao mesmo
tempo, encontram-se entre 0s mais ameacados do planeta, sendo por tudo isso

considerada pela UNESCO - United Nations Educational, Scientific and Cultural
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Organization, patriménio mundial da biodiversidade (MELLO-SILVA 1995; apud
GARCIA et al. 2003).

Nos campos ferruginosos do Quadrilatero Ferrifero, onde o substrato
conhecido como canga é constituido por uma camada de rocha hematitica com
alto teor de ferro, escassez de solo, baixa umidade e ampla variacdo de
temperatura, existem varias espécies de Velloziaceae (VINCENT et al. 2002).
Apesar das condi¢cdes ambientais com multiplos fatores de estresse, como alta
radiacdo solar, baixa disponibilidade hidrica e de nutrientes que ocorrem
durante a estacdo seca (AYENSU, 1973; apud DANTAS et al. 2005), estas
plantas apresentam alta longevidade e permanecem sempre vistosas, 0 que
pode estar associado a presenca de determinados metabdlitos que provém
defesa quimica aos seus tecidos vegetais (GILBERT, 1977; apud. RIEHL et al.
2000). Em particular, o género Vellozia é neotropical e consiste de mais de 140
espécies, encontradas principalmente na regido do Espinhaco, no estado de
Minas Gerais (MELLO-SILVA, 1996).

Vellozia compacta espécie escolhida para o estudo dos fungos
endofiticos associados, € uma planta subarbustiva, de arquitetura peculiar com
cerca de 2 m. de altura, possui frutos com cépsulas do tipo loculicidas com
paredes espessas e duras, ocorre apenas sobre afloramentos rochosos com
altitudes superiores a 1.000 m. e apresenta predominio da polinizacéo cruzada
(xenogamia) Além disso, € uma espécie endémica e que exibe a capacidade
intrinseca em lidar com a ocorréncia dos estresses multiplos nos ambientes de
Campos Rupestres, como solos pobres em recursos, formados de rochas
areniticas e quartziticas, rasos, arenosos e com baixa capacidade de retencéo
de agua (MATIAS, 1992).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar a presenca e a composicado da biodiversidade de fungos endofiticos

associados a Vellozia compacta Mart. ex Schult. f. (Velloziaceae).

3.2. Especificos

1. Isolar fungos endofiticos de V. compacta de dois ambientes distintos:
Campo Rupestre e Afloramento Rochoso de Cerrado, nos estados de

Minas Gerais e Tocantins, respectivamente;

2. Incluir todos os isolados obtidos na Colegcéo de Culturas de Fungos do
Laboratorio de Microbiologia do DECBI/ICEB/UFOP para preservagéo ex

sito da diversidade de fungo tropicais;

3. Identificar por meio de técnicas morfolégicas e moleculares em nivel de

espécies os isolados obtidos;

4. Avaliar a distribuicdo geografica das espécies de fungos endofiticos
obtidos;

5. Calcular a similaridade e a taxa de colonizacao entre as comunidades de

fungos endofiticos das duas regides;

6. Analisar a colonizacdo entre as comunidades de fungos endofiticos

provenientes de folhas e raizes;

7. Avaliar a presenca de possiveis espécies novas e/ou endémicas de

fungos associados a V. compacta.
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4. METODOLOGIA

4.1. Locais de coleta

4.1.1. Serra do Ouro Branco-MG

Na Serra do Ouro Branco os fragmentos de folhas e raizes de V.
compacta foram coletados em margo de 2007, a 20° 30’ 369’ latitude Sul, 43°
37.837 longitude Oeste e a uma altitude de 1.152 m.

Tombada pelo Instituto Estadual do Patriménio Histérico e Artistico de
Minas Gerais, em 07 de novembro de 1978, a Serra do Ouro Branco possui
uma area aproximada de 1.614 hectares e esta localizada no municipio de
Ouro Branco, Minas Gerais. E uma elevac&o abrupta, formada por um paredao
com cerca de 20 km de extensdo a sudeste, que delimita um planalto cuja
altitude varia entre 1.250 e 1.568 m e encostas ingremes a nordeste. Os solos,
em sua grande maioria, sdo arenosos, oriundos de rochas quartziticas e uma
pequena porcédo, a nordeste, é constituida de solos argilosos, provenientes da

formac&o mineral tipo itabirito.

A Serra do Ouro Branco é onde nasce a cadeia de montanhas
denominada Espinhaco, que compreende um grupo de serras com altitudes
variaveis, ao longo de 1.100 km de extenséo, até a Bahia. Essa cadeia abriga

um dos mais ricos ecossistemas do mundo, os Campos rupestres.

A vegetacdo de Campos Rupestres, caracterizada por um mosaico de
formacbes vegetais que se desenvolvem em solo arenoso e pedregoso de
origem quartzitica. Esse mosaico € constituido de cinco formacdes: Grupos
Gramindides, Afloramentos Rochosos, Matas de Galerias e Cap6es, Campos
Brejosos e Campos de VelGzias (canela-de-ema). Essa diversidade de

ambientais condiciona uma flora rica, diversificada e endémica.

A Serra do Ouro Branco € uma importante area de recarga das bacias
do rio Paraopeba e rio Doce. Apresenta uma grande quantidade de nascentes
e cursos d’agua, que, em sua maioria, formam o Lago Soledade. Além disso,

fornece toda a agua que é consumida pela cidade de Ouro Branco.
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4.1.2. Parque Estadual do Jalap&o-TO

No Parque Estadual do Jalapéo, localizado no municipio de Mateiros —
TO, os fragmentos foram coletados em maio de 2007, a 10° 36' 043" latitude
Sul, 46° 35' 836" longitude Oeste. O Jalapéo, situado no coracdo do Brasil,
estado do Tocantins, na divisa com Bahia, Maranhao e Piaui, € uma area com
grande dificuldade de acesso, fator responsavel pela preservacdo deste
santuario, onde de veredas virgens aflora agua cristalina e abundante
formando inUmeros rios, riachos e ribeirbes, todos de &agua limpida e
transparente, em meio a uma paisagem arida e bela. Estas condicbes
proporcionam vida a uma diversidade incrivel de animais e plantas totalmente
adaptada a esta regido do cerrado e promete, gracas a diversas Unidades de
Conservagdo e ao Turismo Sustentavel, se consolidar como a maior area de

preservacao continua da savana brasileira.

O Parque Estadual do Jalapao foi criado em 12 de janeiro de 2001,
abrange uma area de 159 mil hectares, sendo o maior parque estadual do
estado do Tocantins. A vegetacado € predominantemente de campo de cerrado
ralo e campo limpo com veredas, o solo é arenoso umido, altitude variando de

200 a 400 metros acima do nivel do mar e com temperatura média de 30° C.
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Figura 1: Area de coleta na Serra do Ouro Branco, Minas Gerais. Detalhe do campo de
Vellozia compacta. L. H. Rosa

4.2. Coleta dos espécimes vegetais

Folhas e raizes aparentemente saudaveis de 60 exemplares distintos de
V. compacta de ambas as regides (entre individuos jovens e adultos) foram
coletadas e transportadas, separadamente, em sacos plasticos para o
processamento. Como referéncia taxondmica para o material coletado foi
utilizado o exemplar de V. compacta depositado no Herbario Professor José
Badini, tombado com o nimero 4.145, originado do Planalto do Itacolomi, Ouro

Preto, Minas Gerais.

4.3. Isolamento, cultivo e preservacao dos fungos endofiticos

Para desinfeccdo superficial e retirada de possiveis microrganismos
epifiticos das amostras coletadas, as folhas e raizes foram lavadas com agua
destilada e detergente e em seguida, em local asséptico, enxaguadas com
agua destilada estéril. Apds esta etapa foi cortado um fragmento de 1,5 cm da
por¢cdo mediana de cada folha e raiz e entdo os fragmentos foram desinfetados
com alcool 70% por 2 minutos, hipoclorito de sodio 2,5% por 3 minutos e agua

destilada estéril por 30 segundo. Como controle de efetividade do processo de
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desinfeccdo, 50 pL da agua destilada estéril (Ultima etapa do processo) foi
esgotado em Agar Sabouraud (Himedia).

Os fragmentos de cada espécime foram plaqueados independentemente
(trés fragmentos de folhas ou trés de raizes, de cada espécime, por placa) em
meio Agar Sabouraud, acrescido do antibacteriano Cloranfenicol (Sigma -
Alemanha) a 100 mg/L e incubados a 28° C por até 60 dias (COLLADO et al.
1996). Apo6s o aparecimento das hifas dos fungos endofiticos nas extremidades
dos fragmentos de folhas e raizes, foram realizados repiques de todos o0s
isolados para novas placas contendo meio Agar Sabouraud, agora sem
Cloranfenicol. Ap6s purificagéo, as culturas foram incubadas por 15 dias a 28°

C % 2 para crescimento.

Para preservacdo dos fungos endofiticos obtidos, discos de meio de
cultura de 5 mm de diametro de todos os isolados foram mantidos submersos
em 10 mL de agua destilada estéril em frascos lacrados, a temperatura
ambiente e em duplicata (CASTELANI, 1967). Os mesmos fungos tambéem
foram preservados em glicerol 30% a -80° C e entdo incluidos na Colecéo de
Culturas de Fungos da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOPCB).

4.4. Agrupamento em morfoespécies dos isolados endofiticos

Os isolados obtidos foram caracterizados e agrupados em
morfoespécies (ARNOLD et al. 2000), observando-se o0s aspectos
macromorfolégicos das culturas, como a coloracdo superficial e do verso do
micélio, a borda, o relevo, a coloracdo do meio de cultura, a formacao de

estruturas de reproducao e a liberacdo de exudatos.

4.5. Identificacdo molecular dos fungos

Para identificacdo dos fungos, uma parte da biomassa miceliana de
todos os isolados foi devidamente preservada em tampao de extracdo para

obtenc&o do DNA genémico e armazenada a -80° C.
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4.5.1. Extragdo do DNA total

A extracdo do DNA total foi feita em duas etapas, de acordo com DE
HOOG et al. (2005). Fragmentos de micélio dos fungos filamentosos crescidos
por sete dias em Agar Sabouraud foram colocados em tubo de 1,5 mL,
acrescidos de 400 pL de tampéao de lise (Tris-HCI - trishidroximetilaminometano
0,05 M, EDTA - acido etilenodiamino tetra-acético 0,005 M, NaCl 0,1 M e SDS
— sodio dodecil sulfato 1%) e armazenados a — 20° C por aproximadamente 10
min. O micélio foi triturado com o auxilio de um pistilo e entdo acrescido de 5
uL de Proteinase K (50ug/mL). Ap6s homogeneizacéo, o tubo foi colocado por
30 min. a 60° C em Banho-maria. Feito isso, foram adicionados 162 pL de
CTAB de Hoog (Tris 2M, NaCl 8,2%, EDTA 2M e CTAB 0,2%), seguido de
homogeneizacdo e incubacdo por 10 minutos a 65°C. Em seguida, foram
acrescentados 570 pL da mistura cloroformio/alcool isoamilico (24:1),
procedeu-se a homogeneizacéo e a incubacgéo do tubo por mais 30 minutos em

gelo.

Na etapa seguinte, o conteudo foi centrifugado a 13.200 r.p.m. por 10
minutos e o liquido sobrenadante transferido para um novo tubo de 1,5 mL,
onde foi acrescido de uma fracdo del0% do volume total de uma solucédo de
acetato de sodio 3M. O tubo foi vertido para homogeneiza¢éo e incubado a 0°
C por no minimo 30 minutos. Os tubos foram centrifugados a 13.200 r.p.m. por
10 minutos e temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para um
novo tubo, onde foram adicionados 50% do volume de isopropanol e
centrifugado a 13.200 r.p.m. por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado por
inversao, a seguir foram adicionados 200 pL de etanol (Merck) 70% p/v a 4° C
e com o auxilio de uma pipeta, a suspenséao foi gentilmente homogeneizada.
Apos este procedimento a amostra foi centrifugada a 13.200 r.p.m. por 5
minutos e o0 sobrenadante desprezado por inversdo, seguido por
homogeneizacdo com etanol 70% p/v. A amostra foi seca por
aproximadamente 15 minutos. Um volume de 100 pL de Tris-EDTA (Tris-HCI
0,01 M e EDTA 0,001 M) foram adicionados e a mesma foi incubada a 65 °C
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por 60 minutos para hidratagdo do DNA. As amostras foram armazenadas em
freezer a —20° C.

4.5.2. Obtengéo dos amplicons

Os iniciadores ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) foram utilizados para amplificacdo da regido
ITS do rDNA, conforme descrito por White et al. (1990). A Rea¢cdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) foi realizada em um volume final de 50 pL contendo 2,0
uL de DNA, 1,0 uL de cada iniciador ITS1 e ITS4 10 umol™ (MWG Biotech), 5,0
pML de tampao de PCR 5X (Fermentas), 2,0 uL de MgCl, 25 mM, 2,0 yL de
dNTP 10 mM, 0,3 uL de Taq DNA polimerase 5U (Fermentas) e o volume final
completado com agua destilada estéril. As reacbes de PCR foram realizadas
utiizando o termociclador PCR Express (Thermo Hybaid). O programa
consistiu de uma desnaturacéo inicial a 94° C por 5 min, seguido por 35 ciclos
de 1 minuto de desnaturacéo a 94° C, 1 minuto de anelamento a 55° C e 1
minuto de extensdo a 72° C, e uma extensao final por 5 minutos a 72 °C. Os
produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, em
tampédo TBE 0,5 X, eluidos durante aproximadamente 1 hora a 120 V. Os géis
foram corados com solucdo de brometo de etidio, visualizados sob luz
ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentacdo de gel (Vilber

Lourmat, France).

4.5.3. Purificacdo dos amplicons

Os amplicons gerados pela reacdo de PCR foram purificados utilizando-
se Polietilenoglicol (PEG). Ao produto de PCR foi adicionado igual volume de
uma solucdo de Polietilenoglicol 20% em NaCl 2,5 M, que foi mantido em
banho-maria a 37° C por 15 minutos. O tubo foi centrifugado a 13.500 r.p.m.
por 15 minutos e o sobrenadante foi retirado e descartado. A seguir, foram

adicionados 125 pL de etanol 70-80% resfriado a 4°C, o tubo foi centrifugado a
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13.500 r.p.m. por dois minutos e o etanol retirado. Este passo foi repetido mais
uma vez e a amostra foi novamente centrifugada a 13.200 r.p.m. por um
segundo (spin down). O tubo foi deixado a temperatura ambiente para
evaporacao de todo o excesso de etanol. Foram adicionados 10 uL de agua
deionizada estéril e o contetdo do tubo foi homogeneizado em vértex por 15
segundos. Em seguida, o tubo foi incubado em banho-maria a 37°C por 40
minutos. O produto obtido foi dosado em NanoDrop ND 1000 (NanoDrop
Thecnologies) para ser utilizado nas rea¢des de seqlenciamento.

4.5.4. Reag0es de sequenciamento

O sequenciamento foi realizado no Laboratério de Biodiversidade e
Evolugdo Molecular (LBEM — UFMG), utilizando-se o Kit DYEnamic™
(Amersham Biosciences, USA) em combinacdo com o sistema de
seqlienciamento automatizado MegaBACE™ 1000. Para as reacdes de
sequenciamento foram utilizados 100-150 ng do DNA purificado e os reagentes

presentes no Kit DYEnamicTM (Amersham Biosciences, USA).

A reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 10 pyL contendo 4
ML do pré-mix (presente no kit de sequenciamento) e 1 pL do iniciador (5 pmol
1), completando-se o volume final com agua deionizada estéril. O programa
consistiu de 36 ciclos de uma desnaturacao inicial a 95° C por 25 minutos,
seguido por 15 segundos de anelamento a 50° C e 3 minutos de extenséo a
60° C. Apos término da ciclagem, os produtos da reacdo foram transferidos

para uma placa de sequenciamento de 96 pocos para serem precipitados.

4.5.5. Precipitacdo da reacdo de seqienciamento

Para precipitacdo das reacdes de sequenciamento, 1 pL de acetato de
amonio 7,5 M foi adicionado em cada poco da placa de 96 pocos. A solucédo de
acetato de amdnio foi dispensada na parede lateral dos pocos e a placa batida

levemente sobre a bancada para que as gotas do acetato de ambnio se
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misturassem a reacdo. Em seguida, foram adicionados 28 pL de etanol
absoluto (Merck). A placa foi submetida a agitacdo em voértex e incubada por 20

minutos a temperatura ambiente, protegida da luz.

ApOs o periodo de incubacdo, a placa foi centrifugada por 45 minutos a
4000 r.p.m. O sobrenadante foi descartado, virando-se a placa sobre um papel
absorvente e em seguida foram adicionados 150 pL de etanol 70% (Merck). A
placa foi novamente centrifugada por 15 minutos a 4000 rp.m e O
sobrenadante descartado. Para remocado do excesso de etanol, a placa foi
invertida sobre um papel absorvente, e submetida a um pulso em centrifuga a
900 r.p.m. durante 1 segundo. Em seguida, a placa foi mantida em repouso

durante 20-40 minutos, protegida da luz, para evaporacéao do etanol.

O DNA das amostras precipitado em cada poco da placa foi entdo
ressuspendido em 10 pL de Loading buffer (presente no kit de
sequenciamento). A placa foi submetida a agitacdo em vértex por 2 minutos,
pulsada em centrifuga por 1 segundo a 900 r.p.m. e armazenada a 4° C,
protegida da luz, até injecdo das amostras no sistema automatizado
MegaBACE ™ 1000.

4.5.6. Analise computacional das sequéncias

As sequéncias de DNA foram analisadas utilizando-se o programa
BLASTn (Basic Local Alignment Serch Tool - versdo 2.215 do BLAST 2.0),

disponivel no portal NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/) e desenvolvido

pelo National Center For Biothecnology.

Os isolados que apresentaram identidade inferior a 98% no BLAST
foram analisados no Programa MEGA 4, onde suas seqUéncias de bases do
rDNA foram igualadas e comparadas com o banco de dados. No MEGA 4, as
sequéncias que apesentaram menos de 10% de diferenca foram consideradas

COmMo mesma espécie.
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4.6. Analise dos dados

Para andlise do numero de fragmentos de V. compacta que
apresentaram auséncia ou presenca de colonizacdo por fungo endofitico, em
relacdo ao numero total de fragmentos amostrados, utilizou-se a Taxa de
Colonizacdo (Tc) (TAYLOR et al. 1999): [(Nd / Nt) x 100]; onde Nd e Nt
correspondem, respectivamente, ao numero de amostras das quais foi possivel
isolar um ou mais fungos endofiticos, e ao numero total de fragmentos
amostrados (VIEIRA, 2008). Foi feito andlise total da Taxa de Colonizacdo e
parcial, comparando-se os dois ambientes (Serra do Ouro Branco - SOB e
Parque Estadual do Jalapao - PEJ) e o local de colonizacdo na planta (raizes e
folhas)

Os indices de similaridade sdo calculados com o objetivo de avaliar o
guanto duas comunidades tém em comum em termos de taxons encontrados.
Para calcular a similaridade entre os dois ambientes, utilizou-se o indice de
Sorensen (Ss), que é dado pela féormula Ss = 2a / (2a + b + ¢), onde “a@”
corresponde ao total de tAxons comuns aos dois locais, “b”, ao total de taxons
encontradas apenas no primeiro (SOB) e, “c”, ao total de taxons registradas
somente no segundo (PEJ), considerando apenas auséncia e presenca

(variacdo de 0 = nenhuma similaridade, a 1 = completa similaridade).

Os Indices de Diversidade como o de Simpson, que é um indice de
dominancia que reflete a probabilidade de dois individuos escolhidos ao acaso
na comunidade pertencerem a mesma espécie, ndo foi calculado devido ao
baixo niumero de taxons identificados, onde houve variacdo apenas para trés

dos 23 taxons.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ambos os locais de coleta dos espécimes de V. compacta (Serra de
Ouro Branco e Parque Estadual do Jalapao) sé&o caracterizados por abrigarem
uma vegetacao peculiar, caracteristica de um ambiente Unico. A partir deste
contexto, os afloramentos rochosos representam um nicho interessante para
comunidades de fungos endofiticos, as quais podem ter sua diversidade
relacionada as necessidades adaptativas das espécies vegetais em relacdo ao
ambiente. Nestes locais foram obtidos individuos de V. compacta adultos,
saudaveis e que apresentavam raizes adventicias expostas. Esta medida foi
utilizada para tentar evitar a obtencdo de fungos fitopatogénicos e/ou

oportunistas.

A partir do quarto dia de incubacé&o dos fragmentos de folhas e raizes
em meio de cultura BDA, foram obtidos os primeiros isolados de fungos
endofiticos (Figura 2). Dos 360 fragmentos (180 de folhas e 180 de raizes)
coletados de 60 exemplares de V. compacta, foram obtidos 97 isolados de
fungos, como mostra a Tabela 1. Deste total, 37 foram obtidos das folhas e 60

das raizes (Figura 3).
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Figura 2: Col6nias de fungos isolados saindo de folhas (a) e raizes (b) de

Vellozia compacta Mart. ex Schult. f.

50
40 -
30 M Fungos de folhas
20 - W Fungosde raizes
10 +
0 —

S50B PEJ

Figura 3: Numero de fungos endofiticos isolados de folhas e raizes na Serra do

Ouro Branco e no Parque Estadual do Jalapéo.
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Tabela 1: Numero de isolados (Ni) e frequéncia relativa (fr) de fungos
endofiticos obtidos de folhas e raizes de Vellozia compacta Mart. ex Schult. f.
(Velloziaceae).

Fragmentos da planta Numero de isolados (N;) fr (%)
180 de folhas 37 (27 do PEJ* + 10 da SOB?) 38,1
180 de raizes 60 (27 do PEJ + 33 da SOB) 61,9
Total = 360 97 100%

1 (PEJ): Parque Estadual do Jalapao; 2 (SOB): Serra do Ouro Branco.

Estes resultados utilizaram métodos que estdo de acordo com outros
trabalhos realizados para diferentes espécies vegetais (PETRINI, 1991;
SAIKKONEN, et al. 1998; apud WIYAKRUTTA et al. 2004). O controle de
efetividade do processo de desinfeccdo dos fragmentos coletados de V.
compacta mostrou-se eficaz eliminando possiveis microrganismos epifiticos e
garantindo assim o crescimento seletivo dos fungos endofiticos. Tal fato foi
constatado devido a metodologia de isolamento dos fungos endofiticos que,
apos a desinfeccédo, o grupo controle, constituido de 10 microlitros de agua do
ultimo processo de desinfeccado superficial, ndo apresentou crescimento de
fungos, ou qualquer outro tipo de microrganismo apos 0 seu esgotamento em

meio de cultura Agar Sabouraud.

Pela caracterizacdo e agrupamento em morfoespécies verificou-se que
os isolados obtidos eram bem distintos e por tanto, todos os isolados de fungos
endofiticos obtidos foram para identificacdo por meio do seqienciamento da
regido ITS do DNA ribossémico (fungos filamentosos) (Figura 4). Destes, néo
foi possivel a producdo dos amplicons de 23 isolados. A ndo obtencdo dos
amplicons destes isolados pode ser devido a erros durante o processo de
extracdo de DNA ou inerente aos fungos, tais como caracteristicas dos

constituintes da parede celular, excesso de proteinas, presenca de DNAses,
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entre outras. Estes isolados terdo que ser re-submetidos ao processo de
extracdo de DNA e producgéo de seus amplicons para identificacéo.

Figura 4: Exemplos de algumas morfoespécies de fungos endofiticos isolados

de folhas e raizes de Vellozia compacta.
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As espécies de fungos filamentosos identificadas e isoladas a partir dos
exemplares de V. compacta coletados na Serra do Ouro Branco e no Parque
Estadual do Jalap&o estéo relacionadas nas Tabelas 2 e 3, respectivamente. A
identificacdo baseada no sequenciamento da regido ITS foi definida por meio
do percentual de similaridade, sendo considerada como mesma espécie as
sequéncias iguais ou acima de 99% de similaridade, mesmo género as
sequéncias entre 93 e 98% de similaridade e abaixo de 93%, inconclusivo
(JUNE, 2007).
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Tabela 2: Identificagdo dos fungos endofiticos associados a Vellozia compacta Mart. ex Schult. f. (Velloziaceae) presente na Serra

do Ouro Branco, Minas Gerais.

NUumero de Parte da

Identidade méaxima

UFOPCB Espécie mais proxima (BLAST) Identificacéo (MEGA 4)
isolados planta % (BLAST)

1615 1 Raiz Acarospora smaragdula [AY853354] 87 Acarospora sp.
1593 1 Folha Fungal endophyte [EU686935] 84 Chaetomium sp.
1608 1 Raiz Diaporthe sp. [EF423524] 85 Diaporthe sp.
1628 1 Raiz Dothideomycetes sp. [GQ153228] 83 Dothideomycetes sp.
1632 1 Raiz Gelasinospora seminuda [AY681186] 97 G. seminuda
1604 4 Raiz Fusarium oxysporum [GQ922564] 97 F. oxysporum
1619 3 Raiz Penicillium funiculosum [GQ337425] 93 Penicillium sp.1
1611 1 Raiz Penicillium miczynskii [AY373924] 92 Penicillium sp.2
1616 2 Raiz Pestalotiopsis microspora [GQ855796] 97 P. microspora
1618 1 Raiz Pestalotiopsis sp. [AF409961] 99 Pestalotiopsis sp.
1624 1 Raiz Phoma herbarum [AB369456] 99 P. herbarum
1612 1 Raiz Phomopsis sp. [FJ785458] 89 Phomopsis sp.1
1627 1 Raiz Phomopsis sp. [DQ872669] 92 Phomopsis sp.2
1597 1 Folha Xylaria sp. [EU678663] 83 Xylariaceae sp.

UFOCB = Colecéo de Culturas de Fungos da Universidade Federal de Ouro Preto.
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Tabela 3: Identificagdo dos fungos endofiticos associados a Vellozia compacta Mart. ex Schult. f. (Velloziaceae) presente no

Parque Estadual do Jalap&o, Tocantins.

NUmero de Parte da

Identidade méaxima

UFOPCB Espécie mais proxima (BLAST) Identificacdo (MEGA 4)
isolados planta % (BLAST)

378 1 Raiz Alternaria sp. [FJ210503] 88 Alternaria sp.
655 1 Folha Cladosporium cladosporioides [EF568045] 97 C. cladosporioides
517 1 Raiz Cladosporium cladosporioides [EF568045] 95 C. cladosporioides
379 1 Folha N&o encontrada - Endofitico sp.1
701 1 Raiz N&o encontrada - Endofitico sp.2
736 1 Raiz N&o encontrada - Endofitico sp.4
696 1 Folha Penicillium sp. [AY210338] 86 Penicillium sp.
773 1 Raiz Simplicillium sp. [AB378537] 95 Simplicillium sp.
659 1 Raiz Teratosphaeria miniata [GQ852803] 88 Teratosphaeria sp.

UFOCB = Colecéo de Culturas de Fungos da Universidade Federal de Ouro Preto.
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Dados moleculares e filogenéticos foram utilizados para caracterizar
taxonomicamente os isolados de fungos endofiticos e para o alinhamento dos
fragmentos da regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA gene. Para isso foram utilizadas
sequéncias com mais de 300 nucleotideos. Dentre os isolados obtidos neste
estudo foram identificados como pertencentes aos géneros Acarospora A.
Massal., Chaetomium Kunze, Diaporthe Nitschke, Gelasinospora Dowding,
Fusarium Link , Penicillium Link, Pestalotiopsis Steyaert, Phoma Sacc.,
Phomopsis (Sacc.) Sacc., Xylaria Hill ex Schrank, Alternaria Nees,
Cladosporium Link, Simplicillium Zare & W. Gams, Teratosphaeria Syd. & P.
Syd.

O isolado UFOPCB 1615 foi identificado como Acarospora sp., pois
apresentou identidade maxima de 87% com a espécie Acarospora smaragdula
(AY853354). A partir de inferéncias filogenéticas, o taxon Acarospora sp.
UFOPCB 1615, com 87 % de similaridade em relagdo a Acarospora
smaragdula, também se encontra proximo das espécies Spencermartinsia sp.
(EU673321) e Neodeightonia subglobosa (U673337) com 83% de similaridade.
A partir da analise filogenética, o taxon UFOPCB 1615 apresentou 94
nucleotideos de diferenca quando comparado com A. smaragdula (AY 853354)
(Figura 4).

53 [ Spencermartinsia sp. [EU673321]

3| Dothiorella sp. [EU673312]

8 4(& Botryosphaeria lutea [GQ857658]
Neofusicoccum australe [EU375516]
Neodeightonia subglobosa [EU673337]

9

LDUFOPCB 1615
71 Acarospora smaragdula [AY853354]

Trametes versicolor [AF042324]

—
0.1

Figura 5: Arvore filogenética demonstrando a proximidade entre o taxon
UFOPCB 1615 e as espécies mais proximas a partir do alinhamento no BLAST.

Trametes versicolor (AF042324) foi utilizado como grupo externo.
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O género Acarospora A. Massal. pertence ao filo Ascomycota e possuli
cerca de 100 espécies descritas (KIRK et al. 2001 apud WEDIN et al. 2005).
Espécies Acarospora sao encontradas como fungos liquenizados e sugeridas
como bioindicadores de ambientes contaminados por metais (PURVIS et al.
2000). Alguns representantes do género sdo conhecidos por acumular
guantidades significativas de metais potencialmente toxicos como ferro e cobre,
resultando em popula¢cdes com coloracdo e morfologia altamente divergentes
(WEDIN et al. 2009). Varias espécies de Velloziaceae apresentam substratos e
abrigo, as vezes Uunicos, para espécies de Orchidacea e de fungos
liguenizados, como é o caso da Vellozia gigantea, onde foram encontradas 42
morfoespécies de epifitas (RIBEIRO et al. 2005). Por outro lado, ARNOLD
(2007) encontrou a espécie Acarospora complanata H. Magn como endofitico
de Pinus taeda L., mas concluiram que esta espécie poderia representar uma
contaminacdo e ndo uma espeécie endofitica. A obtencdo de Acarospora sp.
como endofitico de V. compacta pode ser o indicativo da descoberta de uma
interessante associacdo entre fungos liquenizados e suas plantas hospedeiras.
Entretanto, serdo necessarios mais estudos para comprovar esta observacao,
onde o fungo liguenizado seria capaz de penetrar no tecido vegetal de V.

compacta e se estabelecer como um endofitico.

A partir do alinhamento com seqUéncias previamente depositadas no
GenBank, o isolado UFOPCB 1593 apresentou 84% de identidade com os
taxons Fungal endophyte (EU686935), Chaetomium sp. (AM944353),
Chaetomium globosum (DQ854987) e Fungal endophyte (AY452982).
Entretanto as analises filogenéticas demonstraram que o taxon UFOPCB 1593
apresentou 60 e 64 nucleotideos, de um total de 300, de diferenca com os
taxons Fungal endophyte (EU686935) e Chaetomium sp. (AM944353),

respectivamente, e foi identificado como Chaetomium sp. (Figura 5).
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Figura 6: Arvore filogenética demonstrando a proximidade entre o taxon
UFOPCB 1593 e as espécies mais préximas a partir do alinhamento no
BLAST. Trametes versicolor (AF042324) foi utilizado como grupo externo.

O género Chaetomium (Ascomycota) apresenta cerca 250 espécies e
subespécies descritas (NCBI), das quais algumas ja foram relatadas como
fungos endofiticos, como é o caso da espécie C. globosum, endofitico
associado as folhas de Viguiera robusta Gardn (Asteraceae), espécie endémica
no cerrado brasileiro e capaz de produzir citocalasanas com atividade citotoxica
(MOMESSO et al. 2008) e também da conhecida Ginkgo biloba (QIN et al.
2009). Algumas espécies do género Chaetomium foram citadas como
potenciais agentes de controle biologico. De acordo com JUNIOR et al. (2007),
fungos do género Chaetomium podem atuar no controle biolégico de patdogenos
radiculares. Além disso, o tratamento de sementes com a espécie Chaetomium
globosum reduz os danos produzidos pelo ataque de Pythium spp. Em outros
estudos, constatou-se a eficiéncia de C. globosum como agente no biocontrole
contra o tombamento de plantulas de beterraba (Beta vulgaris L.) causado por
P. ultimum Trow. C. globosum era o fungo responsavel pela producdo na
beterraba de substancias antibidticas, entre as quais se encontram o Butil
Hidroxitolueno (BHT) e a chaetomina. Alem disso, seis isolados endofiticos
Chaetomium spp. inibiram in vitro o fungo patégeno Pyrenophora tritici-repentis
(ISTIFADAH et al. 2006; HUBBARD et al. 1982; Di PIETRO et al. 1992; apud S.
JUNIOR et al. 2007).

O isolado UFOPCB 1608 apresentou 85% de similaridade com o taxon
Diaporthe sp. (EF423524) e foi identificado como Diaporthe sp. O género

Diaporthe (Ascomycota) é caracterizado por produzir ascos longos e escuros e
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0s ascosporos sao elipticos hialinos e septados. Sua forma anamorfa é
representada pelo género Phomopsis. RUBINI et al. (2005), isolaram Diaporthe
sp. como endofitico de cacaueiros (Theobroma cacao L.), porém muitas
espécies de Diaporthe sdo parasitas e causam manchas em varias partes das
plantas, tal como Diaporthe helianthi-Phomopsis helianthi, espécie capaz de
infectar véarias partes das plantas de girassol. Depois da infeccdo do tecido
foliar, as hifas do fungo progridem pelo sistema vascular e entdo se espalham,
invadindo outros tecidos (ANOLA-CVETKOVIC et al. 1989). A melanose € uma
doenca de citros (Citrus spp.) causada pelo fungo Diaporthe citri Wolf. Todas
as espécies de citros sdo suscetiveis a este fungo, sendo que, pomelos (Citrus
paradisi Macf) e limdes (Citrus limon Burmann) tendem a ser mais afetados que
outras (WHITESIDE et al. 1993; BUSHONG et al. 2000; TIMMER, 2000 apud
NOZAKI et al. 2004). A produtividade da soja € afetada pela podriddao de
sementes, queima da haste e da vagem e o cancro da haste, todas, doencas
causadas por espécies de fungos do complexo Diaporthe/Phomopsis
(PLOFFER, 1989).

O isolado UFOPCB 1628 apresentou 83% de identidade com o taxon
Dothideomycetes sp. (GQ153228). A partir das analises filogenéticas (Figura 6)
este isolado apresentou 126 nucleotideos de diferenca em relacdo a
Dothideomycetes sp. (GQ153228) e 129 em relacdo a Botryosphaeria lutea
(FJ481610). Para a identificacdo em nivel de espécie deste isolado seréo

necessarios novos estudos moleculares e morfolégicos.

72| Fungal endophyte DQ979737

80| Endophyte of P. glauca [AY560007]
68 Dothideomycetes sp. GQ153228
UFOPCB 1628

—— Botryosphaeria lutea [FJ481610]

Trametes versicolor [AF042324]

I |
r 1

5
Figura 7: Arvore filogenética demonstrando a proximidade entre o taxon

UFOPCB 1628 e as espécies mais proximas a partir do alinhamento no BLAST.

Trametes versicolor (AF042324) foi utilizado como grupo externo.
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Dothideomycetes (Ascomycota) € um grupo composto por cerca de 50
familias, 650 géneros e 6.300 espécies conhecidas. A classe contém varios
fitopatogénicos importantes como Phaeosphaeria nodorum e Venturia
inaequalis (LUMBSCH et al. 2007). Em geral, os membros da classe
Dothideomycetes sdo descritos como agentes fitopatogénicos, endofiticos, ou
epifiticos de plantas vivas, bem como saprofitos degradadores de celulose e
outros carboidratos complexos de matéria morta ou parcialmente digerida na
serrapilneira ou no esterco. Algumas espécies sao liquenizadas, enquanto
outras ocorrem como parasitas de fungos ou membros do reino animalia.
(SCHOCH et al. 2006)

Os isolados UFOPCB 1604, 1616, 1618, 1624 e 1632 apresentaram
identidade igual ou superior a 97% quando suas sequéncias foram alinhadas
no BLAST e, portanto, foram identificados como Fusarium oxysporum,
Pestalotiopsis  microspora, Pestalotiopsis sp., Phoma herbarum e

Gelasinospora seminuda, respectivamente (Tabela 2).

O isolado UFOPCB 1632 apresentou identidade igual a 97% quando sua
sequéncia foi alinhada no BLAST e, portanto foi identificado em nivel especifico
como G. seminuda. Gelasinospora (Sordariaceae) é um género bem conhecido
e importante, sendo que suas espécies sdo predominantemente terricolas e
freqientemente coletadas em regides tropicais e subtropicais (LUNDQVIST,
1972; KRUG et al., 1994; apud. CAIl et al., 2006). Este género foi sinonimizado
com Neurospora e ambos estdo intimamente relacionados e ndo resolvidos
como grupos monofiléticos, ndo havendo provas suficientes para coloca-los
como espécies do mesmo género, ja que apresentam distingcdo nos padrdes de
ornamentacao da superficie de seus ascosporos (MANOCH et al. 2009; CAI et
al.,, 2006). Algumas espécies foram isoladas a partir da associacdo com
plantas, na forma de saprofitos e como epifiticos, mas ndo foram encontrados
na literatura como endofiticos. O fato corrobora para a hipétese de que
algumas espécies de fungos epifiticos possam invadir os tecidos vegetais e
neles permanecerem em estado de laténcia, ou como endofiticos, e que apds a

morte da planta, passem a condicao de saprofitos.
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O isolado UFOPCB 1604 apresentou 97% de identidade com a espécie
Fusarium oxysporum (GQ922564), sendo, portanto identificado em nivel
especifico. F. oxysporum Schlecht (Ascomycota) € uma espécie responsavel
por uma das doencas mais importantes economicamente e generalizada em
mais de uma centena de espécies de plantas como a popularmente conhecida
murcha-de-fusario. Este fungo coloniza o sistema de conducdo de agua na
planta (xilema) provocando o blogueio destes canais e consequientemente o
murchamento foliar, amarelecimento e finalmente morte da planta, sendo,
historicamente conhecido pelo exterminio de varios cultivares de banana e por
resistir aos fungicidas usados na época (GALTON, 2006). F. oxysporum é
também responsavel pela podridéo radicular da alfafa e da batata, pela murcha
do feijoeiro (Medicago sativa L.) (MENDES et al. 2001); do tomateiro no Brasil
e no mundo (REIS et al. 2005), e outras. Dentre as varias estirpes de F.
oxysporum, algumas s&o tidas como nao patogénicas e até mesmo
encontradas como endofiticas, como € o caso da linhagem testada no controle
biologico do nematoéide cavernicola da bananeira Radopholus similis (STOLF et
al. 2006). Além disso, F. oxysporum foi também isolado como endofitico de
Ananas lucidus (ananas), de Bactris gasipaes Kunth (pupunheira), e outras
espécies, onde teve seus metabdlitos e a atividade biolégica avaliados no
biocontrole (ALMEIDA et al. 2005).

Os isolados UFOPCB 1611, 1619 e 696 apresentaram sequéncias
similares as espécies do género Penicillium sp. O isolado UFOPCB 1611
apresentou 92% de identidade e 26 nucleotideos diferentes nas analises
filogenéticas, quando comparado com a espécie Penicillim miczynskii
(AY373924) (Figura 7). O isolado UFOPCB 1619 foi similar em 93% e
apresentou 22 nucleotideos diferentes quando comparado com a espécie
Penicillium funiculosum Thom (GQ337425) (Figura 7). O isolado UFOPCB 696,
pertencente a V. compacta do PEJ, apresentou 86% de identidade. Desta
forma, os isolados UFOPCB 1611, 1619 e 696 foram identificados como

Penicillium sp. 1, Penicillium sp. 2 e Penicillium sp., respectivamente.
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41, Penicillium waksmanii [AY373940]

Penicillium rivolii [AF033419]

Penicillium decaturense [AF125946]
UFOPCB 1611

Penicillium miczynskii [AY373924]

Penicillium sp. [AB505424]

99| | Penicillium funiculosum [GQ337425]

ﬁs Penicillium aculeatum [AF033397]
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UFOPCB 1619

Penicillium minioluteum [AF380354]

Trametes versicolor [AF042324]

S —
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Figura 8: Arvore filogenética demonstrando a proximidade entre os taxons
UFOPCB 1611 e 1619 e as espécies mais proximas a partir do alinhamento no
BLAST. Trametes versicolor (AF042324) foi utilizado como grupo externo.

Penicillium é um género muito comum como endofitico, amplamente
investigado quanto a producdo de substancias bioativas e isolado de varias
espécies de plantas, como: Murraya paniculata (Rutaceae) (MARINHO et al.
2007); Melia azedarach (Meliaceae), de onde verificou-se a producédo de
substancias com atividade antibiotica (FILL et al. 2003); de Turnera ulmifolia L.
(Turneraceae) (MARINS et al. 2008); e também do café (Coffea arabical), de
onde foram isoladas 13 espécies de Penicillium (VEGA et al., 2006).
Especificamente, a espécie P. funiculosum é produtora da enzima celulase,
sendo, possivelmente um fitopatdgeno em algum periodo de seu ciclo de vida e
esse metabolismo tem sido investigado em varios trabalhos relacionados a
sacarificacdo de produtos de papel, como papel almaco, papel-filtro, jornal e
papel de escritorio, 0s quais sdo convertidos enzimaticamente a glicose (WYK,

1999).

Espécies do género Pestalotiopsis sdo conhecidas como endofiticas em
diferentes espécies vegetais. P. microspora, por exemplo, € um endofitico ja
isolado a partir de Taxus wallichiana, uma planta medicinal de elevadas
altitudes, nativa do Himalaia e que produz o taxol, um importante

guimioterapico utilizado no tratamento de cancer de mama e de ovario (METZ
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et al. 2000). No presente trabalho, P. microspora foi encontrada em V.
compacta nos isolados UFOPCB 1616 e 1617, além de ter sido identificado o
mesmo género no isolado UFOPCB 1618, todos isolados de raizes. Como
patégeno, Pestalotiopsis sp. apresenta espécies causadoras da chamada
"mancha de pestalotiopsis em helicénia”, uma nova fitopatologia brasileira
(CHARCHAR et al. 2003; SERRA et al. 2007). Tal fungo foi também isolado do
fruto de Gustavia cf. elliptica, uma planta associada a diversos usos, incluindo o
tratamento da leishmaniose, o qual foi demonstrado em coeréncia com
resultados de ensaios das cascas e lenho do caule, ativos contra as formas
promastigotas de Leishmania braziliensis e L. guyanensis. Espécies de
Pestalotiopsis produzem ainda substancias com importantes atividades
biolégicas, como 0s imunossupressores e citotoxicos pestalotiosina A e
derivado2-4, os anticancerigenos taxol e acido torreianico e os anti-patdgenos

acido ambuico, jesterona e hidroxijesterona (SILVA et al. 2009).

O género Phoma é conhecido por causar enfermidades como "seca dos
ponteiros” e "mancha de Phoma" no cafeeiro (Coffea arabica). Espécies deste
género sdo frequentemente investigadas nas relagcbes fitopatogénicas, tanto
em plantas de interesse econdmico, quanto ecologico, tendo sido isoladas de
papaya (Carica papaya); jatoba (Hymenaea courbaril); em sementes de
espécies comuns nos Cerrados, como baru (Dipteryx alata Vog.) e caroba
[Cybistax antisyphilitica (Mart.) Mart.] (SANTOS, 1996); e a mancha foliar em
aroeira (Myracrodruon urundeuva Fr.All.) (ANJOS et al. 2001 apud
CHARCHAR et al. 2003)

Os isolados UFOPCB 1612 E 1627 apresentaram identidade de 89% e
92% com os taxons Phomopsis sp. (FJ785458) e Phomopsis sp. (DQ872669),
respectivamente (Figura 8). O isolado UFOPCB 1612 apresentou 33
nucleotideos de diferenca quando comparado com Phomopsis sp. (FJ785458)
e o isolado UFOPCB 1627 apresentou 34 nucleotideos de diferenca quando
comparado com Phomopsis sp. (DQ872669). Os isolados foram identificados
como Phomopsis sp. 1 e Phomopsis sp. 2. Entretanto, seréo necessarios hovos
estudos taxondémicos para a determinacdo exata em nivel de espécie destes

taxons.
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g5 UFOPCB 1627
61/ - Phomopsis sp. [DQ872669]
94/ | Diaporthe phaseolorum [EU272524]
57 - Phomopsis sp. [DQ780432]
Phomopsis sp. [FJ785458]

75 Diaporthe phaseolorum [EU301113]
UFOPCB1612

Trametes versicolor [AF042324]

—
0.1

Figura 9: Arvore filogenética demonstrando a proximidade entre os taxons
UFOPCB 1612 e 1627 e as espécies mais préximas a partir do alinhamento no
BLAST. Trametes versicolor (AF042324) foi utilizado como grupo externo.

O género Phomopsis é frequentemente investigado em relagdes
fitopatogénicas em plantas de interesse econdmico e ecologico, tendo sido
isoladas espécies associadas a mamoeiros papaya (Carica papaya) (DANTAS
et al. 2003); em lesGes foliares de jatoba (Hymenaea stigonocarpa); a
sementes de espécies comuns nos Cerrados, como baru (Dipteryx alata Vog.)
e caroba [Cybistax antisyphilitica (Mart.) Mart.]; a mancha foliar em aroeira
(Myracrodruon urundeuva Fr. All.) (ANJOS et al. 2001. apud. CHARCHAR et al.
2003); e a varias outras espécies vegetais. Em tal género foram encontrados
metabolitos secundarios bioativos com forte atividade antimicobacteriana.
Como endofitico, varias espécies do género Phomopsis sao constantemente
encontradas em inimeras variedades de plantas, tendo sido isolada em outros
estudos a partir de Cassia spectabilis (DC) Irwin et Barn (Leguminoseae)
(ZANARDI et al., 2005); de Borreria verticillata (Rubiaceae) L., popularmente
conhecida como vassourinha-de-botdo; de Annona squamosa L., uma
variedade de pinha (KAMEI et al., 2008); de Lippia sidoides Cham, uma planta
medicinal popularmente conhecida como alecrim-pimenta (SIQUEIRA, 2008);
dentre outras. Em muitos desses estudos, 0 género mostrou-se como um

excelente produtor de metabdlitos novos e até bioativos.

O isolado UFOPCB 1597 apresentou 83% de similaridade com o taxon
Xylaria sp. (EU678663) e 72 nucleotideos de diferenca (Figura 9). Por

49



apresentar identidade abaixo de 90%, o isolado UFOPCB 1597 foi identificado

como Xylariaceae.

97— Rosellinia corticium [AY908999]
91 L Cephaliophora sp. [GQ184731]
L Nemania sp. [FJ210525]

o 100 Fungal endophyte [EF419903]

—— Xylaria sp. [EU678663]
UFOPCB 1597

Trametes versicolor [AF042324]

—
0.1

Figura 10: Arvore filogenética demonstrando a proximidade entre o taxon
UFOPCB 1597 e as espécies mais proximas a partir do alinhamento no
BLAST. Trametes versicolor (AF042324) foi utilizado como grupo externo.

A familia Xylariaceae (Ascomycota) € um grupo comumente encontrado
em todas as regibes temperadas e tropicais do mundo, sendo isolado de
plantas tropicais com maior freqiiéncia que de plantas de clima temperado.
Varias espécies sdo normalmente encontrados em arvores em decomposicao,
em madeiras, sementes, frutos e folhas de angiospermas. Muitas sé&o
decompositoras, outras patdgenos de plantas e muitas delas sdo encontradas
como endofiticas. Existe a hipdtese de que alguns endofiticos Xylariaceae
sejam colonizadores latentes e que mais tarde, quando a planta comece a
senescer, passem a condicdo de decompositores de celulose e lignina
(PETRINI et al., 1995; WHALLEY, 1996; apud. DAVIS et al., 2003). Como
endofiticos, véarias espécies do género Xylaria tém sido isoladas. Dentre elas,
Xylaria sp. foi isolada a partir dos frutos de Sapindus saponaria (SANTOS et al.
2002); de Borreria verticillata (Rubiaceae) L.; de Annona squamosa L.; de
Palicourea marcgravii (KAMEI et al., 2008); foi também obtida da espécie
vegetal Palicourea marcgravii (Rubiaceae), conhecida popularmente como
"erva de rato" ou "café bravo", de onde foram extraidas substancias
antifangicas frente a fitopatogénicos (DAVIS et al., 2003). Algumas espécies de

Xylaria sdo produtoras de metabdlitos bioativos, como novos sesquiterpendides
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capazes de inibir a enzima integrase do virus HIV-1, a qual representa um alvo
potencial para o desenvolvimento de agentes anti-HIV de alta seletividade
(SINGH et al. 1999; apud SOUZA et al. 2004). Além disso, endofiticos do
género Xylaria s&o conhecidos por produzir metabdlitos de interesse
farmacolégico com atividade antifingica. A partir de processos fermentativos,
utilizando-se espécies de Xylaria ja foram obtidas diferentes substancias, como
a griseofulvina, com atividade antimicética (CAFEUI et al. 2005).

O isolado UFOPCB 378 apresentou 88% de similaridade com o taxon
Alternaria sp. [FJ210503]. Algumas espécies do género Alternaria tém sido
isoladas como endofiticos associados a apices caulinares de pupunheiras
sadias (ALMEIDA et al. 2005) e também a espécie vegetal Trixis vauthieri,
dentre varias outras espécies. Em alguns estudos Alternaria sp. apresentou
bioatividade inibitéria em ensaios, como & o caso da enzima tripanotiona
redutase (TR) de Trypanosoma cruzi (COTA et al. 2006).

Os isolados UFOPCB 655 e 517 apresentaram, respectivamente, 97 e
95 % de similaridade com o taxon Cladosporium cladosporioides [EF568045 e
por tanto foram identificados como C. cladosporioides. C. cladosporioides é um
dos fungos mais comuns, com ocorréncia registrada em todas as partes do
mundo. O fungo é encontrado como saprdfita, fitopatogénico (CAFEUI et al.
2005), contaminante do ar e alimentos, endofitico com funcdo biolégica
importante na decomposicdo de matéria organica sendo também forte
competidor com outros microrganismos (DOMSCH et al. 1993; ELLIS, 1971;
SAMSON et al. 2000 apud PEREIRA et al. 2005).

O isolado UFOPCB 773 apresentou 95 % de similaridade com o taxon
Simplicillium sp. [AB378537] e por tanto foi identificado como Simplicillium sp.
Estudos recentes indicam que Simplicillium € um novo género e que passou a
englobar quatro taxons com fidlides ramificadas que dao origem a uma Unica
célula e conidio conidiogénese, uma morfologia que é mais adequadamente
acomodada no taxon Simplicillium Gams & Zare (ZARE et al. 2001; SUNG et
al. 2004). De acordo com WARD et al. (2010) a espécie S. lanosoniveum € um
parasita de urediniésporos do agente causador da ferrugem asiatica da soja,

logo, este pode ser utii como um agente de controle biolégico. Pelo nosso
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conhecimento ndo foram encontrados dados na literatura em relagcdo a este

género tendo seu papel como endofitico.

O isolado UFOPCB 659 apresentou 88 % de similaridade com o tdxon
Teratosphaeria miniata [GQ852803] e por tanto foi identificado como
Teratosphaeria sp. Algumas espécies de Teratosphaeria sdo comumente
encontradas como fitopatégenos, como é o exemplo de Teratosphaeria
nubilosa e outras espécies amplamente estudadas como um sério patégeno
foliar de diversas espécies de Eucalyptus spp. (HUNTER et al. 2009). Como
endofitico ndo ha estudos relatando individuos do género.

Na natureza, muitos fungos endofiticos colonizam seus hospedeiros de
forma simbidtica neutra. Entretanto, quando os hospedeiros entram em
senescéncia, estes fungos podem atuar como fitopatbgenos ou
decompositores. Este fenbmeno pode representar uma alternativa adaptativa e
gue faria parte do ciclo de vida do fungo. Outra hipétese seria a de que fungos,
por exemplo, epifiticos, seriam capazes, em algum momento de seu ciclo de
vida, penetrar no tecido vegetal e se estabelecerem como endofiticos. As
relacdes ecologicas entre fungos e hospedeiros séo tdo variaveis e complexas
gue uma mesma espécie de fungo pode parasitar determinadas espécies
vegetais e, paralelamente, agir como simbionte assintomatico em outras, como

€ 0 caso do fungo Fusarium oxysporum (Tabela 4).
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Tabela 4: Resumo das principais relagdes ecologicas dos fungos associados a Vellozia compacta Mart. ex Schult. f., conforme

comparacao com a literatura.

Espécie

UFOPCB e origem

Nicho

Referéncia

Acarospora sp.
Chaetomium sp.

Diaporthe sp.

Dothideomycetes sp.

Gelasinospora seminuda

Fusarium oxysporum

Penicillium sp.

Pestalopsis microspora

1615 SOB-R*
1593 SOB-F**

1608 SOB-R

1628 SOB-R

1632 SOB-R

1604 SOB-R

1619, 1611 (SOB-R)
e 696 (PEJ-F)

1616 SOB-R

Fungo liquenizado
Endofitico
Parasita e endofitico

Fitopatogénico, endofitico, epifitico,

saproébio, liguenizado

Saprobio e epifitico

Fitopatogénico e endofitico

Endofitico

Endofitico e fitopatogénico

PURVIS, 2000
MOMESSO et al. 2008; QIN et al. 2009

RUBINI et al. 2005

SCHOCH et al. 2006

CAl et al. 2006

MENDES et al. 2001; REIS et al. 2005;
STOLF et al. 2006; ALMEIDA et al. 2005.

MARINHO et al. 2007; FILL et al. 2003;
MARINS et al. 2008; VEGA et al., 2006.

METZ et al. 2000; CHARCHAR et al. 2003;
SERRA et al. 2007.
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METZ et al. 2000; CHARCHAR et al. 2003;

Pestalotiopsis sp. 1618 SOB-R Endofitico e fitopatogénico
SERRA et al. 2007.

Phoma herbarum 1624 SOB-R Fitopatogénico SANTOS, 1996; CHARCHAR et al. 2003.

SUZANA et al., 2003; CHARCHAR et al.
Phomopsis sp. 1612 e 1627(SOB-R) Endodfitico e fitopatogénico 2003; ZANARDI et al., 2005; KAMEI et al.,
2008; SIQUEIRA, 2008

Xylariaceae 1597 SOB-F Saprobio, patdgeno e endofitico DAVIS et al., 2003
Alternaria sp. 378 PEJ-R Endofitico ALMEIDA et al. 2005; COTA et al. 2006
Cladosporium 655 PEJ-F e 517 Endofitico, epifitico, saprofita e .

o . . PEREIRA et al. 2005; CAFEUI et al. 2005
cladosporioides PEJ-R fitopatogénico
Simplicillium sp. 773 PEJ-R Novo género (parasita) ZARE et al. 2001; WARD et al. 2010
Teratosphaeria sp. 659 PEJ-R Fitopatogénico HUNTER et al. 2009

*R: isolado obtido a partir do fragmento de raiz; **F: isolado obtido a partir do fragmento de folha.
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5.1. Analise dos dados

A Taxa de Colonizagéo (Tc), numero de amostras das quais foi possivel
isolar um ou mais fungos endofiticos, normalmente varia com a localizagdo
geografica da planta, com as condi¢des climaticas do local de coleta, com a
idade da planta e/ou com a parte anatbmica utilizada para extracdo dos
endofiticos. No presente trabalho, observou-se que, comparativamente, as
frequéncias de isolamento de fungos endofiticos relativas ao numero amostral,
entre os dois ambientes (SOB e PEJ), tiveram uma diferenca de 16,6 % maior
no PEJ. Esta diferenca é pouco significativa para caracterizar a variacdo entre
os dois ambientes como consequéncia peculiar e usual de cada ambiente
devido ao baixo numero do esforco amostral. Essa variacdo na Taxa de
Colonizacao poderia ser significativamente diferente e maior comparando se a
frequéncia de fungos endofiticos de espécies diferentes, mas ndo a mesma

espécie em diferentes regides (Tabela 5).

Quanto a diferenca na freqiéncia da Taxa de Colonizacdo de isolados
entre folhas e raizes, esta foi 22 % maior nas raizes de V. compacta do que
nas folhas, porém, também ndo foi uma diferenca significativamente
consideravel como usual e peculiar, j@ que, no PEJ folhas e raizes

apresentaram o mesmo numero de isolados (27 de folhas e 27 de raizes).

TAYLOR et al. (1999) obtiveram taxas de colonizacdo que variaram de
23,4 a 57,3% em Trachycarpus fortunei. Neste estudo, a taxa de colonizacéo
obtida em V. compacta foi de 20 %, o que torna evidente, no geral, que a
frequéncia estimada de fungos endofiticos de V. compacta € considerada baixa
em relacdo a outras espécies vegetais ja estudadas (PETRINI, 1991;
SAIKKONEN et al, 1998; apud WIYAKRUTTA et al. 2004. VAZ, 2008;
RODRIGUES, 1994; apud VIEIRA, 2008). Este fato pode dever-se as
condicBes restritivas e estressantes do ambiente nos afloramentos rochosos,
gue seriam mais seletivos quanto as espécies de fungos endofiticos capazes

de colonizar V. compacta.
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Tabela 5: Taxa de Colonizacdo (Tc) comparativa para os ambientes (SOB e
PEJ) e para folhas e raizes de V.compacta.

Taxa de Colonizacéao (Tc): [(Nd / Nt) x 100]

Nd Nt Tc (%)
Serra do Ouro Branco 30 180 16,7
Parque Estadual do Jalapéo 42 180 23,3
Folhas 28 180 15,6
Raizes 44 180 24,4
Total 72 360 20

Nd: numero de isolados obtidos; Nt: nUmero de fragmentos plaqueados para

isolamento.

No presente trabalho, foi observado baixo indice de similaridade entre os
dois ambientes (SOB e PEJ), tendo o indice de Sorensen [Ss=2a/(2a+b +
c)] determinado similaridade maxima de 9% (Ss = 0,086), considerando a
possivel similaridade entre os taxons UFOPCB 1611 e 696, ou UFOPCB 1619
e 696. Lembrando ainda que o maximo de similaridade possivel, nesse caso,
seria de 78% (Ss = 0,78), ja que o numero de taxons identificados € diferente

entre os dois ambientes amostrados.
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6. CONCLUSAO

Pelo constatado no presente trabalho, Vellozia compacta apresenta uma
fonte Unica e diversa de fungos endofiticos em seus tecidos vegetais e,
possivelmente, pode abrigar espécies de fungos ainda desconhecidas. Quanto
a similaridade, cada um dos ambientes mostrou-se bastante singular em
relacdo a comunidade de fungos endofiticos de seus tecidos. Além disso, o
estudo dos fungos endofiticos € de grande importancia, ndo sé pela
contribuicdo para o conhecimento da micota tropical, muito diversa e ainda
pouco explorada e conhecida, como também pelo conhecimento da ecologia
dessas comunidades e pelas inUmeras possibilidades de aplicacdo em estudos
biotecnoldgicos de farmacos, no biocontrole de pragas, dentre outros. Pelo
nosso conhecimento, este trabalho representa o primeiro relato da presenca de
fungos endofiticos em V. compacta, uma planta endémica e que traz consigo
caracteristicas Unicas e restritivas, as quais estado relacionadas ao ambiente
onde a espécie ocorre. A comunidade de fungos endofiticos associados a V.
compacta representa uma fonte interessante para estudos ecologicos,
evolutivos e biotecnolégicos, devido a peculiar capacidade de V. compacta em
lidar com os mdultiplos estresses caracteristicos dos ambientes de Campos
Rupestres. Além disso, a comunidade de fungos endofiticos de V. compacta
pode exercer diferentes papeis na defesa da planta hospedeira contra
estresses bidticos e abidticos, tais como o aumento da tolerancia a seca,
aumento da taxa fotossintética e consequentemente do crescimento, no
biocontrole de pragas, entre outros. Entretanto, mais estudos sdo necessarios
para elucidar estas possibilidades. Este estudo da rigueza da micota endofitica
associada a V. compacta € uma pequena contribuicdo, perto da gama de

possibilidades para continuidade do trabalho.

6.1 Novas perspectivas de estudo:

e Expandir o conhecimento da comunidade de fungos endofiticos
associados a espécies de Velloziaceae presentes em biomas tropicais,

por meio de isolamento e técnicas moleculares de identificacéo;
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e Avaliar o potencial biotecnologico da comunidade de fungos endofiticos
associados a esta espécie vegetal, testando se as possiveis atividades
de seus metabdlitos primarios e secundérios, contra patégenos de forma

geral;

e Investigar as relagBes simbidticas entre os fungos endofiticos e a planta
hospedeira, tal como a producao ou inducédo de metabdlitos capazes de
conferir vantagens adaptativas e de sobrevivéncia a planta, tais como
tolerdncia aos estresses bidticos e abidticos, como diminuicdo da

herbivoria e tolerancia a insuficiéncia de agua, entre outras
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