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RESUMO

Microrganismos endofiticos s8o organismos que habitam o interior de plantas, vivendo
principalmente nos tecidos, folhas e flores do vegetal sem danificar seu hospedeiro, porém
ainda sdo pouco conhecidos atualmente. Penetram na planta pelas raizes, por aberturas
naturais, feridas de parasitas ou colheita de frutos. Ja foram encontrados em todos os vegetais
até agora analisados e podem ser uma fonte de inéditos compostos bioativos e estruturas
moleculares. Pentacalia desiderabilis € um arbusto com flores do raio amarelas e exclusivo de
fragmentos restantes da Mata Atlantica em estados da regido sul, sudeste e nordeste do
Brasil, possuindo adaptacdes morfolégicas e fisiolégicas distintas. Apresenta-se em altas
altitudes e é uma das Unicas espécies nativas do Brasil com crescimento escandente da tribo
Senecioneae. No presente trabalho, foi estudada a diversidade de fungos endofiticos
associada a espécie Pentacalia desiderabilis (Asteraceae) presente em Campos de Altitude
de areas remanescentes do bioma Mata Atlantica em Sao Paulo. Do total, foram obtidos 29
diferentes isolados e foram identificados por meio do sequenciamento das regides ITS1 e

ITS4 do rDNA. Foi descoberto que os isolados pertencem aos géneros Diaporthe,
Pestalotiopsis, Colletotrichum, Epicoccum, Ophioceras, Phaeosphaeria, Paraphaeosphaeria.
Dentre as espécies identificadas, Diaporthe foi 0 género mais frequente, sendo as espécies
Diaporthe phaseolorum e Diaporthe passiflorae as mais encontradas. Todos os fungos
sequenciados pertencem ao Filo Ascomycota. Os resultados obtidos concluiram que P.

desiderabilis possui uma interessante e singular comunidade natural de fungos endofiticos.
Palavras-chave: Fungo endofitico. Pentacalia desiderabilis. Biologia molecular.
ABSTRACT

Endophytic microorganisms are organisms that inhabit the interior of plants, living mainly in
plant tissues, leaves and flowers without damaging their host, but they are still little known
today. They penetrate the plant by the roots, by natural openings, wounds of parasites or
harvest of fruits. They have already been found in all the vegetables analyzed so far and can
be a source of unheard of bioactive compounds and molecular structures. Pentacalia
desiderabilis is a shrub with yellow ray flowers and exclusive of remaining fragments of the
Atlantic Forest in southern, southeastern and northeastern Brazil, with different morphological

and physiological adaptations. It is present in high altitudes and is one of the only native
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species of Brazil with scandant growth of the tribe Senecioneae. In the present work, was
investigated the diversity of endophytic fungi associated with the species Pentacalia
desiderabilis (Asteraceae) present in altitude fields of remnant areas of the Atlantic Forest
biome in Sdo Paulo. From the total, 29 different isolates were obtained and were identified
through the sequencing of the ITS1 and ITS4 regions of rDNA. It was found that the isolates
belong to the genus Diaporthe, Pestalotiopsis, Colletotrichum, Epicoccum, Ophioceras,
Phaeosphaeria, Paraphaeosphaeria. Among the species identified, Diaporthe was the most
frequent genus, being the species Diaporthe phaseolorum and Diaporthe passiflorae the most
found. All fungi sequenced belong to the division Ascomycota. The results obtained concluded

that P. desiderabilis has an interesting and unique natural community of endophytic fungi.

Keywords: Endophytic fungi. Pentacalia desiderabilis. Molecular biology.
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1. INTRODUCAO

Microrganismos endofiticos sao organismos que habitam o interior de plantas, vivendo
principalmente nos tecidos, folhas e flores do vegetal sem danificar seu hospedeiro. Esses
seres vivos podem ser tanto fungos como bactérias e insetos (FELBER; PAMPHILE, 2013).
Os enddfitos sdo extremamente vantajosos na agricultura e na industria, especialmente na
alimenticia e farmacéutica. Podem ser empregados como fontes de metabdlitos primarios e
secundarios de interesse e também como vetores para inser¢cao de genes de interesse nos
vegetais, podendo ser aplicados como agentes inibidores de pragas e patdogenos (SOUZA et
al., 2004). Como resultado, a possibilidade de encontrar novos microrganismos e estes serem
produtores de compostos bioativos Uteis a indUstria, agricultura e medicina vem aumentando

a ocorréncia de estudos sobre microrganismos endofiticos.

Segundo Azevedo (1998), os fungos sdo produtores de substancias secundarias,
algumas das quais séo utilizadas como inibidores de herbivoros e de outros agentes
ocasionadores de injurias. Esses seres também podem produzir toxinas, fatores de
crescimento, antibiéticos e outros farmacos e diversos produtos de interesse biotecnoldgico.
Cerca de um quarto de todos os produtos naturais biologicamente ativos, sdo produzidos a
partir de fungos (SILVA et al., 2010).

Estimativas apontam que h& cerca de 1,5 milhdo de espécies de fungos ao todo no
mundo, porém apenas 100.000 destes foram identificados (RAVEN et al., 2014). O estudo da
biologia endofitica de plantas especificas foi pouco praticado até hoje em dia. Sdo altas as
chances de identificar novos micro-organismos através do isolamento e caracterizagdo de
individuos localizados em plantas de diversificados ecossistemas, particularmente de vegetais
de regides aridas e tropicais, uma vez que sao ambientes onde existem maior quantidade de

interacdes entre os seres vivos (CHAPLA et al., 2012).

Considerando a ampla diversidade e quantidade de espécies presentes na flora
mundial, sabe-se que as plantas de diferenciados nichos ecoldgicos, em particular nichos que
apresentam vegetais com morfologia atipica ou estratégias incomuns para sua subsisténcia,
sdo mais adequadas para o estudo de seus endofiticos (KUSARI; SPITELLER, 2011). Sendo
assim, as asteraceas séo plantas que possuem adaptacdes morfoldgicas e fisiolégicas que
asseguram sua sobrevivéncia e sucesso evolucionario. Esses vegetais sdo capazes de se
apresentar em todos os habitats terrestres, exceto a Antartida (FUNK et al., 2009). A familia
Asteraceae pertence a ordem Asterales, ordem que representa um dos mais importantes

grupos taxondémicos de Eudicotileddneas.

Dentro deste contexto, o objetivo do projeto é estudar a diversidade dos fungos

endofiticos associada a espécie Pentacalia desiderabilis (Asteraceae) presente em Campos
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de Altitude de areas remanescentes do bioma Mata Atlantica em S&o Paulo. Através da
caracterizacdo molecular dos 77 isolados enddfitos previamente obtidos, espera-se obter o
maximo de informacdes sobre cada isolado, determinando o género e espécie de cada
isolado. Estes dados serédo importantes subsidios para a caracterizagdo desta comunidade e
a realizacdo de ensaios para avaliar o0 seu potencial na produ¢ao de compostos bioativos, bem

como para a formacao de recursos humanos especializados.
2. REFERENCIAL TEORICO

Os fungos séo considerados os principais decompositores da biosfera e se encontram
separados em seis grupos do Reino Fungi: Microsporidia, Quitridios, Zigomicetos,
Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota (RAVEN et al., 2014).

Fungos endofiticos ja foram encontrados em todos o0s vegetais até agora analisados,
podem ser uma fonte de inéditos compostos bioativos e estruturas moleculares, bem como
sdo muito numerosos em plantas de regifes tropicais e subtropicais. Estdo presentes em
diversos grupos do Reino Fungi (ARAUJO et al., 2010).

Os fungos endofiticos penetram na planta pelas raizes, por aberturas naturais como
hidatddios e estbmatos, por feridas de parasitas ou colheita de frutos (AZEVEDO, 1998). Um
mesmo fungo pode colonizar varios vegetais, uma vez que os esporos do endofitico podem
ser transportados pelo vento ou por insetos de uma planta para outra, porém consegue
interagir de especificas maneiras com cada hospedeiro (FELBER; PAMPHILE, 2013).
Segundo Chapla et al. (2012), possuem uma intima relacdo mutualistica na qual adquirem
protecdo e nutrientes do vegetal, ao mesmo tempo que oferecem uma maior resisténcia,
principalmente a fatores biéticos e abiéticos que danificam a planta. De acordo com Lucero et
al. (2006), o surgimento de tais resisténcias se deve a capacidade dos endofiticos de alterar
geneticamente, fisiologicamente e ecologicamente o vegetal. Portanto, possuem um papel
fundamental na mediacdo das interagbes planta-herbivoros, planta-patégenos e
plantaambiente (OKI et al., 2009).

A diversidade de fungos endofiticos pode diferenciar-se conforme o hospedeiro,
distribuicdo geogréfica, idade do vegetal e condicdes em relacdo a sazonalidade e ecologia
da regido, envolvendo também a altitude e a precipitacdo. No vegetal, uma ou duas espécies
de endofiticos podem ser dominantes em um hospedeiro especifico, enquanto os demais se
apresentam em menor frequéncia (AZEVEDO, 1998; PIMENTEL et al., 2010).

Podem ser fundamentais também na elaboragao de farmacos anticancerigenos, sendo
que 48,6% desses remédios sdo adquiridos através de produtos naturais desses fungos. Em
alguns estudos, foi descoberto que podem possuir propriedades antidiabéticas,

imunossupressoras, citotoxicas e antivirais. Podem também reduzir o efeito de poluentes ao
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causar a degradacdo de produtos toxicos, contribuindo na conservagdo do meio ambiente
(CHAPLA et al., 2012; ARAUJO et al., 2010).

Uma espécie da familia Asteraceae de clima tropical e colonizada por fungos
endofiticos € a Pentacalia desiderabilis. E um arbusto com flores do raio amarelas e exclusivo
de fragmentos restantes da Mata Atlantica em estados da regido sul, sudeste e nordeste do
Brasil. Apresenta-se em altitudes que variam de 400 a 2220 m. s. m. (TELES, 2008). De acordo
com Teles e Stehmann (2011), P. desiderabilis é uma das Unicas espécies nativas do Brasil
com crescimento escandente da tribo Senecioneae, sendo facilmente reconhecida por tal

caracteristica. Nos meses de agosto e setembro é encontrada com flores e frutos.

Um estudo iniciado anteriormente por Pena e colaboradores (comunicac¢ao pessoal),
visava a obtencéo e sele¢do de extratos brutos oriundos de fungos endofiticos associados a
espécie Pentacalia desiderabilis (Vell.) Cuatrec. (Asteraceae). Este espécime foi encontrado
em Campos de Altitude de areas remanescentes do bioma Mata Atlantica no bairro de
Umuarama em Campos do Jorddo, o qual € um ambiente com muita umidade, baixas
temperaturas e elevada altitude. Pena e colaboradores obtiveram 77 isolados de fungos
endofiticos. Estes isolados foram agrupados em 24 morfotipos, baseados na velocidade de
crescimento (rapido, intermediario e lento) e o aspecto (coloragdo do fungo e do meio de

cultura e textura do fungo) da cultura.

Este trabalho iniciou-se com o isolamento destes microrganismos, porém €& primordial
0 conhecimento da diversidade desta comunidade para a prospecc¢éao e realizacao de ensaios
visando avaliar o seu potencial na producdo de compostos bioativos. A interacdo
plantaendofitico € extremamente complexa, portanto, a investigacdo dos padrdes de
colonizacdo constitui-se como um importante modo de avaliacdo do desenvolvimento da
planta hospedeira e reflete nos compostos bioativos produzidos. Para tanto é fundamental
identificar quais sdo os fungos endofiticos associados a P. desiderabilis e quantas destas

espécies seriam dominantes neste vegetal.

A muitos anos atras na sistematica microbiana, a identificacao de fungos filamentosos
era realizada apenas através de caracteristicas morfolégicas, microscépicas e macroscoépicas.
Entretanto, tal metodologia muitas vezes néo originava dados e resultados precisos, podendo
resultar tem uma identificacdo errada e também necessitava de muito tempo e esfor¢o. Por
isso, atualmente estédo sendo utilizados métodos baseados na biologia molecular devido sua
praticidade, rapidez e alta precisdo nos resultados ao utilizar uma pequena quantidade de
DNA. Além disso, a biologia celular e molecular pode contribuir para melhorar e aprofundar o
conhecimento em relagdo as interagcbes entre 0S microrganismos e seu ambiente
(WACULICZ-ANDRADE, 2009; RODRIGUES, 2010).
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Estes métodos possibilitam a identificacdo de espécimes em diferentes amostras
ambientais e possibilitam estudar os organismos sem a necessidade de realizar o cultivo
deles, diminuindo, assim, o custo e o tempo das andlises. Também podem auxiliar em novas
informacfes acerca composicdo, fisiologia e filogenia das comunidades microbianas,
contribuindo para um melhor conhecimento na area da ecologia microbiana (RODRIGUES,
2010; WACULICZ-ANDRADE, 2009).

Atualmente, para investigar a variabilidade genética dos fungos, usa-se a técnica de
amplificacdo por PCR de fragmentos do DNA ribossdmico (rDNA). O rDNA esté localizado em
locais especificos do genoma e apresenta a funcao de codificar variadas moléculas de RNA
ribossomal, tendo muita importancia na traducéo de proteinas dos organismos. As unidades
do rDNA se encontram repetidas em diversas sequéncias e sado separadas entre si por regides
intergénicas (IGS). Essas sequéncias repetidas se mostram como um cluster génico, com
alguns genes intensamente conservados, apresentando evolugdo muito lenta e, por isso,
apresentam poucas variagcbes ao longo de varias geragfes (ARRUDA et al., 2003;
WACULICZ-ANDRADE, 2009; SALLES; SOUZA, 1998).

Dentro deste cluster génico, ha regiées denominadas de regides espacadoras internas
(ITS) que apresentam alto polimorfismo uma vez que evoluem rapidamente e, por isso,
apresentam intenso interesse para pesquisas a niveis de género, espécie e populacdo. O
rDNA apresenta, portando, o gene 18S, o gene 5,8S e 0 gene 28S. Entre os dois primeiros
genes h&a a regido ITS1 e entre os dois Ultimos ha a regido ITS4. (FUNGARO, 2000;
WACULICZ-ANDRADE, 2009). O resultado obtido é comparado com uma base de dados com
sequéncias de DNA que ja foram anteriormente identificadas. Esses marcadores séo capazes
de investigar o genoma independentemente do estado fisioldgico dos microrganismos
pesquisados ou do estagio de desenvolvimento de seus tecidos. Também podem distinguir
espécies muito parecidas entre si (NETO, 2002; THOMPSON; OLIVEIRA, 2005; SARA, 2011,
SALLES; SOUZA, 1998).

3. METODOLOGIA

A espécie Pentacalia desiderabilis (Vell.) Cuatrec. (Asteraceae) foi coletada na regido
do condominio Umuarama, pertencente a Universidade Presbiteriana Mackenzie, que se
encontra a cerca de 1700m de altitude na Serra da Mantiqueira, proximo as coordenadas 22
46'24”S e 45 33'45"W, no municipio de Campos do Jordao, a 170 km da capital paulista, no
extremo leste do Estado de Sao Paulo. A identificacéo da espécie foi realizada pela Prof2. Dr2.

Oriana Aparecida Favero e a respectiva exsicata depositada no herbario do CCBS/UPM.

A metodologia empregada para o isolamento dos fungos endofiticos foi baseada no

procedimento citado por Maier et al. (1997) e Souza et al. (2004). O crescimento dos fungos
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era monitorado e repiques sucessivos foram sendo realizados até a obtencao de isolados
puros, que foram preservados em “slants” (tubo de ensaio contendo meio BDA inclinado) e

agua estéril.

Os fungos previamente isolados foram cultivados em meio Batata Dextrose Agar (BDA
— Difco) em placa de Petri de 9 cm de didmetro, em estufa a 25 °C, por 10-18 dias, dependendo
da velocidade de crescimento do fungo. Em seguida, foram feitas suspens@es micelianas em
5 mL do meio Batata Dextrose Broth (BD — Difco) em tubos falcon de 15 mL, a partir de
repiques pequenos retirados das culturas em placas com meio de cultura solido. O material
foi incubado em estufa a 25 °C por 15 dias vedado totalmente com papel aluminio para impedir

a incidéncia de luz no material.

Em seguida ao crescimento do fungo em meio liquido, o micélio foi filtrado com o auxilio
de papel filtro. Posteriormente, foi lavado com &gua purificada e secado com papel toalha,
sendo assim submetido ao protocolo de extracdo. A extracdo de DNA foi realizada conforme
0 meétodo descrito por Rodrigues (2010), com algumas modificagbes. Foram acrescidos 5
minutos em todas as centrifugacdes, para melhor separacdo da faze aquosa e da fase
sobrenadante. Conforme necessério, o produto final da extracdo foi armazenado no

congelador (-20 °C) até a sua utilizagao.

As amostras de DNA obtidas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8%
para quantificagcéo e verificacdo da qualidade do DNA, sendo também utilizados marcadores

de concentracao.

As amostras de DNA gendmico foram submetidas a rea¢do de amplificagéo por PCR.
Os oligonucleotideos iniciadores aplicados foram o ITS1 (5' TTCCGTAGGTGAACCTGCGG
3) e ITS4 (5" TCCTCCGCTTATTGATATGC 3') para a realizagdo do estudo da regido ITS
(WHITE; MORROW, 1990; WHITE et al., 1990). A reacado foi realizada de acordo com
Rodrigues (2010), com algumas modificagfes. Cada reacdo de PCR foi realizada para um
volume final de 50 pl contendo de 5-10 ng de DNA; 10 ul de tampao 5x; 2,5 ul de primer ITS-
1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3)) e 25yl de primer ITS-4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’), ambos em concentragdo de 100pm; 2 yl de dNTPs a 10
pm; 7 pl de MgCl, 25 mM; 1 ul de enzima Taq Polimerase. As amostras foram submetidas as
seguintes condi¢des no termociclador: desnaturagdo inicial por 5 minutos a 94°C, seguido de
24 ciclos com desnaturacao a 94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e elongacao

a 72°C por 1 minuto. Por fim, extens&o de 72 °C por 5 minutos.

Conforme necessario, as amostras foram armazenadas no congelador (-20°C), para

preservacdo do material. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
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agarose 1,2%, com visualizacdo através de coloracdo com Syber Safe (Invitrogen). Um

produto de 500 pb foi visivel, juntamente excessos de reagentes utilizados na reacao.

O produto da amplificacdo por PCR foi submetido a purificacéo, através do kit Invisorb®
Fragment CleanUp da Invitek, seguindo as etapas detalhadas no manual de instru¢cdes. Apés,
as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,2% para verificagdo do

material purificado.

Para melhor controle, as amostras foram quantificadas apos a purificacédo. Para tal, foi
utilizado o aparelho Quantus™ Fluorometer da Promega, seguindo o protocolo manual para
QuantiFluor® dsDNA System. Para o sequenciamento do DNA, foi utilizada a plataforma
Applied Biosystems® 3500 Genetic Analyzer. As amostras foram enviadas para a empresa
Helixxa Pesquisa (Campinas, SP) para a realizagdo da reacdo de sequenciamento,

juntamente com os dados de quantificacdo de cada amostra.

Os arquivos obtidos pela empresa foram visualizados com o programa BioEdit
(Biological sequence alignment editor — versédo 7.2.5). Em seguida, foram convertidos para
formato “.zip” e encaminhados para o site electropherogram quality analysis
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/), onde foi apresentado uma tabela de qualidade
de cada amostra. Foram retirados do site os contigs pertencentes as sequéncias que

apresentaram uma boa qualidade. As que obtiveram baixa qualidade foram descartadas.

Os contigs foram enviados para o banco de dados NCBI (National Center for
Biotechnology Information http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizando o programa BLASTn
(Basic Local Alignment Search Tool) desenvolvido pela National Center for Biothecnology para
pesquisa das espécies. Neste, foi obtido para cada amostra a distribuicdo dos 100 melhores
Blasts de 100 sequéncias armazenadas no site e sequéncias que produziram alinhamentos
significativos. Neste Ultimo, foram obtidos o nome cientifico do organismo estudado,
juntamente com seu max score, total score, query cover, e-value, identidade e accession

(Query ID).

Em alguns casos, quando se obteve duas ou mais sequéncias com nomes diferentes,
porém com max score e identidade iguais, a literatura foi consultada para analisar a morfologia

do fungo estudado e confirmar com melhor precisdo a espécie do organismo.

Apbs obtengdo do nome cientifico ou género de cada fungo, a literatura foi consultada

para descobrir qual nicho e quais atividades ja foram encontrada sobre os isolados estudados.
4. RESULTADO E DISCUSSAO

Dos 77 fungos inicialmente isolados, 51 apresentaram significativo crescimento e sem

contaminacgdo. Em todos estes, foi realizada a extracdo de DNA.
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Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose 0,8% das amostras de DNA apds extracdo de DNA de 4
isolados de Pentacalia desiderabilis. Kb: tamanhos das bases do marcador utilizado. M: marcador
Lambda DNA-Hindlll Digest (Biolabs®), onde néo foi possivel a visualiza¢do das bandas de tamanho
564 pb e 125 pb; 1 a 4: DNA de fungos. Amostra 3 com pequeno rastro, mas com a presenca de
grande quantidade de RNA na parte inferior. Amostra 4 com rastro significativo e pouco RNA.

A figura 1 retrata a extragcdo de DNA obtida de algumas amostras através da
visualizagdo com gel de agarose 0,8%. A partir desta imagem, foi possivel estimar o tamanho
do rDNA, a qualidade e a concentracdo de cada amostra. Foi estimado que o tamanho do
rDNA dos fungos estudados foi entre as bandas de 6557pb a 9416pb, valores estes
compativeis com os encontrados na literatura de Pramateftaki et al. (2000) e Mountfort e Orpin
(1994) que estimam um tamanho entre 7 kb e 11 kb.

As amostras foram comparadas com o marcador para se obter uma estimativa da
concentracao das amostras ap0s extracdo. Para a realizacdo da técnica de PCR, é necessario
de no minimo 20 ng/ul de DNA e no maximo 100 ng/ul. Foi visto que algumas amostras

apresentaram menos de 20 ng/ul, porém, mesmo assim, foi possivel realizar a reagao.

O rastro encontrado em algumas amostras sinaliza que ocorreu degradagédo do DNA,
0 que pode danificar a reagdo. Porém, em alguns casos, isso nado interferiu na amplificacéo
por PCR, uma vez que a degradacéao ocorrida ndo afetou a regiao estudada. Também foi visto
gue grande parte das amostras demonstraram conter RNA. A presenca do RNA ndo interferiu
na amplificagdo, uma vez que o RNA é uma molécula estavel e os primers vao apenas se

alinhar a molécula de DNA.

Também foi realizada a amplificagdo por PCR das 51 amostras de DNA extraidas.
Todas as amostras apresentaram uma banda de 500 pares de base, como descrito por Araujo
et al. (2010).
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Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos de amplificacdo por PCR obtidos de 4
diferentes isolados de Pentacalia desiderabilis utilizando os primers ITS 1 e ITS 4. Kb: tamanhos das
bases do marcador utilizado. M: marcador 1 kp DNA ladder (Biolabs®); 1 a 4: produto de PCR de
diferentes isolados apresentando banda de 500 pb com alta concentragédo; CN: controle negativo da
reacdo de PCR apresentando apenas excesso de componentes da rea¢cdo, sem nenhuma banda
aparente, mostrando que ndo houve contaminac¢do na reacdo. Regiéo inferior da foto demonstrando
excesso de primers, DNA e outros componentes da reacgéo;

A figura 2 apresenta 4 diferentes isolados apresentando uma banda de 500 pb. Com o

auxilio do marcador molecular utilizado, foi possivel estimar que todas as amostras realizadas
obtiveram uma concentracao superior de 125 ng/ul.

Foi visualizado um rastro entre as bandas de 1000 pb e 500 pb que pode interferir no
sequenciamento. J& na regido inferior da figura, ocorreu a presenca de excessos de primers,
DNA e reagentes que também podem causar interferéncia.

Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos de amplificacdo por PCR obtidos de 4
diferentes isolados de Pentacalia desiderabilis utilizando os primers ITS 1 e ITS 4. Kb: tamanhos das
bases do marcador utilizado. M: marcador 1 kp DNA ladder (Biolabs®); 1 a 4: produto de PCR de
diferentes isolados apresentando banda de 500 pb com alta concentragdo. Todas amostras
demonstraram possuir apenas a banda de 500 pb, sem rastros.

Todas as amostras foram purificadas para evitar problemas no sequenciamento. A
purificacdo se mostrou eficiente para a remocado tanto dos rastros e da banda de 1000 pb,

quanto de excessos de primers, DNA e outros componentes da reacdo de PCR. Como
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mostrado na figura 3, mesmo apos a purificacdo, as amostras continuaram demostrando

possuir mais de 125 ng/ul de concentragao.

A quantificacdo foi realizada em todas essas amostras e foi concluido que possuiram
cerca de 72 e 194 ng/ul de concentragdo, com uma média de 139 ng/ul. Tal fato, confirma a
concentragao estimada com o uso do marcador. Todas estas amostras foram enviadas para

sequenciamento.

Das 51 sequéncias enviadas, 29 apresentaram uma boa qualidade segundo a tabela
obtida no site electropherogram quality analysis, que é um programa phrap que permite a
montagem de contigs, gera informacdes sobre eles, permite a manipulacdo de diversas
sequéncias ao mesmo tempo, dentre outras fun¢des (FORMIGUIERI, 2004). As amostras que
foram avaliadas como “Ok” pelo site apresentaram uma quantidade superior de 100 pares de
bases com qualidade acima de 20% do total da sequéncia. Ja as avaliadas como “No” nao

cumpriram alguma dessas duas caracteristicas e por isso foram descartadas.

Em alguns casos, pode-se obter uma sequéncia foward definida como “Ok”, porém
uma sequéncia reverse definida como “No”, ou vice-versa. Nestes casos, a obtencdo de uma
sequéncia “No” acaba desqualificando a outra sequéncia, uma vez que é necessario de ambas
para formar o contig. Em outros casos, pode ocorrer uma quebra do DNA na regido a ser
sequenciada. Tal ocorréncia, pode resultar em uma fita incompleta e fragmentada com apenas
pequenos trechos sequenciados, apresentando baixa quantidade de pares de bases com

gualidade acima de 20%, resultando em uma sequéncia qualificada como “No”.

Para confirmacao, as amostras foram visualizadas com o programa BioEdit que é um
programa phred que permite a afericdo da qualidade de cada base obtida, leitura de
cromatogramas, visualizacdo e edigdo dos contigs, dentro outros aspectos (FORMIGUIERI,
2004).

Nos cromatogramas das amostras analisadas, foram atribuidas bases a cada pico
observado e valores que indicam a qualidade de cada base. Quanto maior o pico, maior a
chance da base indicada no cromatograma ser a correta, portanto, picos baixos podem indicar
uma impreciséo na base indicada. Quanto menor a quantidade de bases indefinidas, melhor
a sequéncia para a identificacdo de individuos. O programa também demonstra, logo em cima

das bases obtidas, a regido da sequéncia que esta sendo observada.
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Figura 4 — Sequéncia foward do isolado P2B visualizada no programa BioEdit. Primeira linha
representa o comeco da sequéncia com as primeiras bases obtidas. Segunda linha representa a
regido central da sequéncia apresentando uma 6tima qualidade. Terceira linha representa a regido
final da sequéncia, com as Ultimas bases obtidas.

A figura 4 demostra uma sequéncia foward da amostra P2B que apresentou alta
gualidade devido a picos estaveis e Unicos em cada regido da sequéncia, apresentando essas
caracteristicas por toda a sequéncia. E muito comum que a regi&o inicial e a final da sequéncia
apresentem picos muito baixos e bases incertas. O cromatograma de algumas amostras se
apresentou com picos muito baixos ou com muita ocorréncia de sobreposicao entre 0s picos
em grande parte da sequéncia, principalmente na regido central, significando que existia na
sequéncia uma alta quantidade de bandas imprecisas, 0 que depreciou a qualidade da

sequéncia.

Né&o foi utilizado um programa unicamente consed, uma vez que ndo houve edi¢do dos
contigs e o programa phrap utilizado e o BLASTn ja permitiram a visualizagdo dos

alinhamentos.

O programa BLASTn permite a comparacao de uma sequéncia de nucleotideos de
entrada com um banco de dados de sequéncias de nucleotideos. Com ele, podemos obter os
parametros mais importantes para este estudo: 0 score, identidade e e-value. O score é uma
nota que foi atribuida pelo algoritmo e pela quantidade de pareamentos perfeitos e imperfeitos
entre a sequéncia que vai ser estudada com uma sequéncia ja depositada no GenBank.
Quanto maior o score, melhor o pareamento, porém o score ndo pode ser analisado

individualmente, deve ser acompanhado de outros valores (AMARAL et al., 2007).

O e-value representa a probabilidade de que o alinhamento realizado pelo site seja
correto ou errbneo, falso positivo. Pode ser considerado como o nimero esperado de falsos
positivos que apresentariam score bastante similar. Quanto menor seu valor, menor a chance
de se obter um falso positivo, maior sua confiabilidade. Estatisticamente, o e-value pode
representar um valor significativo de ser um falso-positivo, porém, biologicamente, em alguns
casos, o valor obtido pode néo ser significativo e se encontrar na faixa ideal. O e-value pode

ser representado como 0,0, 0,12 ou se apresenta em forma abreviada de notagéo cientifica,



Universidade Presbiteriana Mackenzie

como, por exemplo, 3e-25. Também é importante ressaltar que h& maiores chances de

sequéncias pequenas apresentarem um resultado falso positivo (AMARAL et al., 2007).

Identidade é a quantidade de letras com pareamento perfeito identificados no
alinhamento da sequéncia estudada e da armazenada no banco de dados. E expresso em
porcentagem e a similaridade entre as sequéncias € baseada em seu valor (AMARAL et al.,
2007).

A partir destes parametros obtidos pelo BLASTn, foram escolhidas como certas as
sequéncias que apresentaram maior valor de score, maior identidade e menor e-value

possivel.

Segundo Moreira (2013), fungos pertencentes ao filo Ascomycota, podem apresentar
problemas em sua identificagdo caso suas sequéncias sejam obtidas a partir da regido ITS.
Para tal, € necessario realizar uma interpretacdo especifica para estas sequéncias. As
sequéncias com identidade de 99% devem ser consideradas como a mesma espécie, igual a
98% como pertencentes a mesma espécie ou género devendo haver sempre uma
comparagdo com sua morfologia, entre 95% e 97% devem ser consideradas apenas 0 mesmo

género e as abaixo de 95% como pertencentes a mesma familia, classe ou como inconclusiva.

Apés a obtencao do sequenciamento, os fungos com boas sequéncias foram cultivados
novamente em duplicatas para verificagdo de contaminagdo por outros fungos. Apenas o
isolado P28A2 apresentou dois fungos. Os demais estavam totalmente isolados e o L69B nao

pode ser verificado devido a este se apresentar sem crescimento.

Das 29 sequéncias, foram obtidos os géneros Diaporthe, Pestalotiopsis,
Colletotrichum, Epicoccum, Ophioceras, Phaeosphaeria, Paraphaeosphaeria. A maioria dos
fungos pertencem ao género Diaporthe, sendo as espécies mais frequentes Diaporthe
passiflorae e Diaporthe phaseolorum. Todos os fungos identificados pertencem ao filo
Ascomycota.

A partir do alinhamento com sequéncias previamente depositadas no GenBank, os
isolados P2B, P28C2 e L58A foram identificados como Diaporthe passiflorae, pois
apresentaram identidade méaxima de respectivamente 98%, 99% e 99%, e-value 0.0 e alto

Score.

Os fungos P8, P18, L49, L50A, L62A1 e L62A2 foram identificadas como Diaporthe

phaseolorum, uma vez que apresentaram identidade de 98% a 99%, e-value 0.0 e score alto.

J& a amostra L63 apresentou a mesma identidade de 99% para Diaporthe phaseolorum
e Diaporthe passiflorae e mesmo e-value de 0,0, porém o primeiro obteve 992 de score

enquanto que o segundo teve 981 de score. Portanto, essa amostra foi classificada como D.
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phaseolorum. O mesmo caso se apresentou no isolado L48, igual identidade de 99% para
Diaporthe sp. e Diaporthe passiflorae e igual 0,0 e-value, porém Diaporthe sp. apresentou 981

de score, enquanto que D. passiflorae obteve 970. Este isolado foi classificado como Diaporthe
sp.

Foram classificados como Diaporthe sp. as amostras P28A2, L46A, L67 e 11B por
apresentar 98% a 99% de similaridade com Diaporthe sp. com alto score e baixo e-value ou

por apresentar entre 95% a 97% com alguma espécie do género Diaporthe com 0.0 de evalue

e score de mediano a alto.

Os isolados P2A1, P3, P9, L46B e P22A foram classificadas como pertencentes a
familia Diaporthaceae por apresentarem valor de identidade entre 92 a 94%, 0,0 e-value e

mediano score.

Segundo Gomes et al. (2013), com a delecdo do Art. 59 do Cddigo Internacional de
Nomenclatura para algas, fungos e plantas (ICN), os nomes para organismos iguais que
apresentam diferencas quanto ao estado assexuado e sexuado devem ser nomeados
igualmente. Como o nome Diaporthe foi descoberto em 1870 e o Phomopsis em 1905, devese
ser adotado apenas 0 home mais antigo para este grupo de fungos. Portanto, nas amostras
P22B1, P28A2 e L46B o género obtido como Phomopsis sp. foi substituido para Diaporthe sp.
Sendo assim, o isolado L46B foi classificado como Diaporthe sp. devido a uma similaridade

de 93%, 0.0 e-value e mediano score.

Ja a amostra P28A2, como explicado anteriormente, apresentou contaminagdo com
outro fungo e, portanto, foi classificada como inconclusiva. Enquanto isso, o isolado P22B1
apresentou identidade de 96% e foi identificado como Diaporthe sp., porém demonstrou um
e-value de 1x10783, tal fato é explicado por este isolado ter obtido uma pequena sequéncia,

como discutido anteriormente.

O isolado L56 foi considerado como inconclusivo por apresentar uma sequéncia com
similaridade de 86% e um score de 571, contrastando com a outra sequéncia obtida de
similaridade de 91%, porém com score de 545, menor que o da primeira. Além disso, ainda
apresentou um alto e-value de 6x101*° para a primeira sequéncia e 4x10*°! para a segunda.
Tais fatos podem ser explicados pelo lento crescimento deste fungo. Devido sua demora para
crescer, é provavel que se tenha obtido menor quantidade de material para extracdo de DNA

e, portanto, baixa concentracédo de DNA, prejudicando a amplificacéo da regido ITS.

O isolado L65A foi o que apresentou menor concentracdo de DNA de todas as
amostras “Ok” e apresentou uma similaridade de 99%. Neste, obteve-se duas sequéncias com
a mesma identidade, porém ele foi devidamente classificado como Colletotrichum

gloeosporioides devido a morfologia comparada com estudos de Waculicz-Andrade (2009).
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O isolado L70B foi identificado como Epicoccum nigrum devido a obtencédo de 99% de
similaridade, 0,0 e-value e alto score. Ja o fungo L44 foi classificado como Ophioceras
leptosporum por apresentar uma identidade de 98%, e-value 0,0 e 929 de score. Entretanto,
o isolado L64 foi identificado como Phaeosphaeria sp. devido uma identidade de 96% e evalue
de 8x101%2,

Os isolados L69A e L69B foram primeiramente classificados como fungos endofiticos
no GenBank com uma similaridade de 99%, score de 1044 e 0,0 e-value. Porém,
apresentaram diversas espécies do género Pestalotiopsis com identidade também de 99%,
entretanto com score de 1038. Por fim, foram classificadas como fungo endofitico do género
Pestalotiopsis.

Segundo Verkley (2004), os organismos Paraphaeosphaeria sp. e Paraconiothyrium
sp. pertencem ao mesmo género Paraphaeosphaeria sp. O isolado P23, portanto, foi
identificado como Paraphaeosphaeria sp., uma vez que apresentou similaridade de 99% com

Paraphaeosphaeria neglecta e Paraconiothyrium sporulosum, apresentando também o
mesmo score de 1037.

Espécie ou género Nicho Funcao Referéncias

Diaporthe sp. Endofitico, Anticancerigeno, GOMES et al., 2013; EL-
fitopatégeno, antioxidante, antifingico, FAR et al., 2013;
saprofitico e inseticida e antibacteriano BIASETTO, 2016;
patégeno BORGES, 2008; PES,

2015

antioxidantes

Diaporthe passiflorae  Fitopatégeno  Sem relatos ELFAR et al.,2013
Diaporthe Endofitico, Produz derivados FERNANDEZ; HANLIN,
phaseolorum fitopatégeno e dicetopiperazinas 1996; GOMES et al.,

patégeno 2013; BORGES, 2008
Paraphaeosphaeria Endofitico e Antimicrobiano, antifungico, DOURADO et al., 2016;
sp. saprofitico antitumoral e compostos WONG et al., 2000;

citotoxicos WIJERATNE et al., 2004

Ophioceras Saprofitico Antibacteriana, compostos MONKAI et al., 2013
leptosporum citotéxicos, antitumorais e

Phaeosphaeria sp.

Fitopatégeno

Antimicobacteriana e citotoxica

SACHS et al., 2011,
PITTAYAKHAJONWUT et
al., 2008

fitopatogeno e
epifita

antioxidante e antitumorais

Colletotrichum Endofitico, Antimicrobiana, antidepressiva, WACULICZ-ANDRADE,
gloeosporioides fitopatbgeno e anti-inflamatdria, antioxidante e 2009; MOREIRA, 2013;
saprofitico antitumoral MARTINS et al., 2005;
BIASETTO, 2016
Pestalotiopsis sp. Endofitico, Anticancerigeno, KRUSCHEWSKY, 2010;
saprofitico, antidiabético, antifingico, OSONO, 2008; MOREIRA,

2013

fitico

Epicoccum nigrum Epifita, Antioxidante, antirretroviral, FERREIRA, 2016;
endofitico, antitumoral, antifiingica e ARAUJO, 2012
patogeno e bactericida
sapro-
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Tabela 1 — Relagao entre géneros e espécies obtidas dos isolados, seu nicho ecologico, sua funcao e
devidas referéncias.

A tabela 1 apresenta o nome cientifico e os géneros encontrados, nicho a qual o fungo
pertence, tipo de atividade que o fungo pode exercer e literatura dos dados encontrados. N&o
foi inclusa a familia encontrada em alguns isolados. Saber as propriedades que estes fungos
sdo capazes de oferecer pode auxiliar os estudos biotecnol6gicos atualmente e facilitar futuros

estudos contribuindo no descobrimento de novas moléculas e novas propriedades.

Apesar de alguns isolados obtidos neste trabalho serem considerados fitopatégenos
na literatura, os organismos foram extraidos a partir de partes sadias de P. desiderabilis sem
nenhuma doenca aparente, o que indica que é muito provavel que eles sejam endofiticos deste
vegetal. Segundo Borges (2008), é dificil classificar um organismo corretamente em endofitico,
epifitico ou fitopatdgeno, visto que ainda ndo ha estudos suficientes para distinguir o limite de
cada uma dessas categorias. Com isso, alguns autores podem classificar erroneamente um

determinado organismo.

Portanto, foram encontrados 7 endofiticos identificados como D. phaseorolum, 1 C.
gloeosporioides e 1 E. nigrum. J& a nivel de género, foram encontrados 7 isolados com género
Diaporthe, 2 Pestalotiopsis e 1 Paraphaeosphaeria com possiveis fungos endofiticos. Ao todo,
2 foram considerados inconclusivos e os demais ndo apresentam caracteristicas de

endofiticos.
5. CONSIDERACOES FINAIS

Com este estudo, foi possivel estudar a presenga de fungos endofiticos associados a
P. desiderabilis presente em Campos do Jordao, Sdo Paulo. Esta possui uma interessante e
singular comunidade natural de fungos endofiticos. Foram identificados 29 fungos inicialmente
isolados por meio do sequenciamento das regibes ITS1 e ITS4 do rDNA. Os isolados
pertencem aos géneros Diaporthe, Pestalotiopsis, Colletotrichum, Epicoccum, Ophioceras,
Phaeosphaeria, Paraphaeosphaeria. Dentre as espécies identificadas, Diaporthe foi o género
mais frequente, sendo as espécies Diaporthe phaseolorum e Diaporthe passiflorae as mais

encontradas.

Para a correta identificacdo dos isolados, 0s seguintes aspectos devem ser
cuidadosamente observados: é necessério obter entre 20 ng/ul e 100ng/ul de concentragéao
de DNA apo0s extragdo, porém € possivel realizar a técnica com menor concentragdo; a
degradacdo do DNA pode ser evitada tomando cuidados ao realizar a extracdo e ao
armazenar as amostras; o0 RNA ndo interfere na amplificacéo; uma alta concentracdo obtida
ap6s amplificacdo ndo garante sequéncias com boa qualidade; a purificacdo deve ser
realizada com cuidado e com um kit ou técnica de boa qualidade; é necessario uma precisa

andlise das sequéncias foward e reverse de cada amostra; o programa phred permite



Universidade Presbiteriana Mackenzie

confirmar a qualidade das amostras; o score obtido deve ser alto e analisado com o e-value e
identidade; o e-value deve ser baixo e sua correta andlise permite a eliminacao de resultados
falso-positivos; contigs pequenos podem interferir nos valores de e-value e score; identidade

deve ser alta e seu valor pode definir a classificacdo dos organismos.

Devido a alta quantidade de fungos obtidos pertencentes ao género Diaporthe, uma
melhor caracterizacdo e agrupamento em morfoespécies deveria ter sido realizada.
Recomenda-se também que os isolados que ndo foram sequenciados e 0s que apresentaram
baixa similaridade sejam submetidos novamente ao processo de extracdo de DNA e producéo
de seus amplicons para correta identificagao.

Por fim, maiores estudos devem ser realizados para avaliar a presenca de outros
fungos associados a P. desiderabilis que ndo foram obtidos neste estudo e também para

avaliar novos bioativos que podem ser extraidos destes fungos.
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