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RESUMO

Os micro-organismos endofiticos tem despertado o interesse da comunidade
cientificos sendo os fungos mais visados. Fungos endofiticos habitam os
tecidos vegetais sem provocar nenhum dano aparente promovendo resisténcia
ao hospedeiro contra fatores externos. Estes podem ser provocados pela
natureza (exemplo: mudancas climaticas) ou pelo homem (exemplo: lesGes por
ferramentas agricolas). Os fungos endofiticos sdo poucos conhecidos tanto em
relacdo a diversidade quanto aos aspectos ecolégicos envolvidos
fungo/hospedeiro. No presente estudo foi avaliada a diversidade de fungos
filamentosos endofiticos de frutos de Byrsonima crassifolia em trés diferentes
areas pertencentes ao ecotono Amazoénia/Cerrado no municipio de Araguatins
Tocantins. Esta é uma arvore nativa da regido do Cerrado e pequenas areas da
Amazonia e Mata Atlantica. A coleta dos frutos foi realizada em trés areas
geograficas separadas. Os resultados mostraram a incidéncia de 10 géneros,
Fusarium spp., Penicillium spp., Botriodiplodia spp., Pestalotia spp., Aspergillus
spp., Bipolares spp., Colletotrichum spp., Verticilium spp., Alternaria spp. e
Cladosporium spp.. Os frutos utilizados no isolamento dos fungos filamentosos
nao mostraram sinais de acéo patogénica por parte dos fungos, contudo, um
teste de patogenicidade em plantulas de murici mostrou que Pestalotia sp.,
Fusarium sp., Botriodiplodia sp. e Alternaria sp. podem provocar sintomas

fitopatogénicos.

Palavras-chaves: fungos endofiticos, Byrsonima crassifolia, eco6tono

Amazobnia/Cerrado



ABSTRACT

Endophytic microorganisms have aroused the interest of the scientific
community being the most targeted fungi. Endophytic fungi inhabit plant tissues
without causing any apparent damage promoting host resistance against
external factors. These can be triggered by nature (eg climate change) or by
man (eg injuries from agricultural tools). Endophytic fungi are few known in
terms of both diversity and the ecological aspects involved fungus / host. In the
present study the diversity of endophytic filamentous fungi of Byrsonima
crassifolia fruits was evaluated in three different areas belonging to the
Amazonian / Cerrado ecotone in the municipality of Araguatins Tocantins. This
is a tree native to the Cerrado region and small areas of the Amazon and
Atlantic Forest. Fruit collection was carried out in three separate geographic
areas. The results showed the incidence of 10 genera, Fusarium sp.,
Penicillium sp., Botriodiplodia sp., Pestalotia sp., Aspergillus sp., Bipolares sp.,
Colletotrichum sp., Verticillium sp., Alternaria sp. And Cladosporium sp .. The
fruits used in the isolation of filamentous fungi showed no sign of pathogenic
action by fungi, however, a pathogenicity test in murici seedlings showed that
Pestalotia sp., Fusarium sp., Botriodiplodia sp. And Alternaria sp. May cause
phytopathogenic symptoms.

Key words: Endophytic fungi, Byrsonima crassifolia, Amazonian ecotone /
Cerrado
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1 INTRODUCAO

A diversidade dos microrganismos tem sido estudada nos mais
variados ambientes e explorada pela humanidade por sua fungdo nos
ecossistemas e até mesmo pela sua potencialidade biotecnoldgica. Os fungos,
por exemplo, podem ser utilizados para diversas aplicacdes biotecnoldgicas
como na industria farmacéutica (producdo de antibiéticos como a penicilina e
probidticos como Saccharomyces cerevisiae), alimenticia (producdo de paes e
qgueijos), na producdo de bebidas (vinhos, cervejas e destilados) e
combustiveis como o etanol (BOREM, 2005). Os fungos utilizam diversos
substratos como fontes de carbono, e por este motivo podem ser encontrados
em praticamente todos os ambientes (SILVA; COELHO, 2006).

Os fungos filamentosos endofiticos se encontram vivendo nos
tecidos vegetais, folhas, caules, raizes, flores e frutos, atuando beneficamente,
entretanto, podem se tornar patogénicos devido a mudancas no meio abidtico
ou biédtico. As espécies de fungos endofiticos, filamentosos ou leveduras, estao
sendo bastante valorizados por apresentarem substancias bioativas com
grande potencialidade farmacéutica. Algumas destas substancias ja mostraram
acao antibidtica e até mesmo anticancerigena (CHAGAS, 2013; FERRARA,
2006). Atualmente, ainda sdo escassos 0s estudos sobre a biodiversidade de
fungos filamentosos endofiticos, a localizacdo nas plantas e o tipo de relacao
ecoldgica estabelecida entre os fungos e as diferentes espécies de vegetais,
principalmente na regido norte do Brasil.

As espécies do género Byrsonima sao conhecidas popularmente
como murici e sdo pertences a familia Malpighiaceae. O género ocupa
amplamente o bioma Cerrado, mas também podem ser encontras espécies em
algumas regides da Amazobnia e da mata Atlantica (LORENZI, 1998; VIEIRA et
al., 2006 ). O fruto possui sabor exético e seu aroma lembra o cheiro de queijo
rangoso. Pode ser consumido in natura, em forma de licores, sorvetes, sucos e
doces (BELISARIO, CONEGLIAN, 2013; GUSMAO et al. 2006).

De acordo com o exposto, o presente trabalho tem como objetivo
isolar e identificar fungos endofiticos que se desenvolvam no fruto de murici

(Byrsonima crassifolia, L. Rich) do extremo norte do Tocantins.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideragdes sobre o ecétono Amazdnia/Cerrado

O ecoétono Amazodnia/Cerrado pode ser encontrado nos estados do
Mato Grosso, Maranhdo, Para e Tocantins (Ratter et al, 1973; Silva, 2007),
sendo uma regido ecologicamente importante pois abriga comunidades
biologicas de ambos biomas. O estado do Tocantins abrange uma area de
278.842 Km? (NATURATINS, 2014), sua porcéo Amazonica esta composta por
floresta ombrdéfila densa, ombréfila aberta e floresta estacional residual e
semiresidual, o Cerrado contém cerraddo, campo limpo campo-cerrado e
campo rupestre (SILVA, 2007). De acordo com a classificacdo de Thornthwaite-
Mather no Tocantins podem ser encontrados os climas Subimido seco, Umido
Subimido e Umido (HAIDAR et al., 2013). Além disso, neste estado s&o
observados cerca de dez classes de solos, e esta heterogeneidade esta
diretamente relacionada a existéncia de quatro diferentes ambientes geoldgicos
0s quais sao: Bacias Sedimentares, Embasamentos em Estilos Complexos,
Faixas Orogénicas e Depdsitos Sedimentares Inconsolidados ( HAIDAR et al.,
2013).

O estado do Tocantins é uma regido riquissima em fauna e flora,
apresentando uma grande diversidade de arvores frutiferas que alimentam e
mantém a fauna local (SILVA, 2007). A populacdo humana também utiliza as
comunidades biolégicas para satisfazer diversas necessidades, tais como o
consumo de frutos e de proteina animal, a qual é oriunda da caca
(RODRIGUES, 2004). Neste contexto as arvores frutiferas ocupam lugar de
destaque, pois muitos frutos foram incorporados a dieta da populacéo
tocantinense. A comercializacdo de frutos para outras regides ocorre,
entretanto, ainda é bastante modesta e até mesmo economicamente

inexpressiva.
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2.1.1 Consideracdes sobre o género Byrsonima spp e a espécie Byrsonima

crassifélia

O género Byrsonima, pertence a familia Malpighiaceae possui
aproximadamente 150 espécies descritas (MARINHO, 2008). No Brasil as
espécies desse género possuem ampla distribuicdo nos cerrados, se
encontrando também na mata Atlantica e floresta Amazénica (LORENZI, 2002),
englobando o Distrito Federal e os estados do Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, S&o Paulo, Minas Geras, Goias, Bahia, Tocantins e Paraiba (VIEIRA et al.,
2006). As espécies do género Byrsonima sao conhecidas popularmente como
murici-do-cerrado, murici-da-capoeira, murici-perini, murici-middo, murici-do-
litoral, murici-vermelho (LORENZI, 1998; FERREIRA, 2005). As espécies
pertencentes ao género Byrsonima séo do tipo arbustiva ou possuem pequeno
porte, além disso, possuem caule tortuoso, casca grossa e aspera, podendo
atingir de 4 a 6 metros de altura com copa com ramos terminais de crescimento
nodular (Figura 1, A). As folhas sdo simples e se portam em direcdo as
extremidades de seus ramos, sdo pecioladas e vilosas (LORENZI, 1998;
ARAUJO, 2009).

A floracdo da espécie Byrsonima crassifolia ocorre de agosto a
novembro, contudo, pode ocorrer fora deste periodo. As flores se encontram
nos ramos terminais formando cachos de 10 a 15 centimetros, sendo
hermafroditas, em forma de pentameras, apresentando célice com cinco
sépalas triangulares cada uma de suas sépalas possui um par de glandulas
produtoras de Oleo (elaioforos), a corola possui cinco pétalas amarelas e
alternadas nas sépalas, sendo a superior diferente das demais (Figura 1, B). A
coloracéo das flores pode ir do amarelo a laranjada (LORENZI, 1998; ARAUJO,
2009; OLIVEIRA et al., 2007; FERREIRA, 2005).

A madeira é amarelada ou avermelhada e devido apresentar
pequena espessura € utilizada para servicos de marcenaria de luxo, tinturaria,
carvao, lenha, e por sua casca ser rica em taninos é aproveitada na industria
de curtume e no tratamento de inflamagdes (LAREDO, 2008; GUSMAO et al.,
2006; CASTRO et al., 2005). As sementes necessitam de solos argilosos ou
arenosos e locais sombreados para germinarem, sendo seu desenvolvimento

lento devido a presenca de endocarpo esclerificado que envolve o embrido
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dificultando o processo de germinacdo (EMATER, 2010; CASTRO et al., 2005;
FERREIRA, 2005). A frutificacdo ocorre de novembro a Maio, apresentando
fruto do tipo drupa globosa, com mesocarpo carnoso de polpa suculenta e
adocicada (FERREIRA, 2005).

Os frutos sdo colhidos manualmente devido a facilidade que
possuem de cairem quando maduros. O amadurecimento € constatado quando
os frutos exibem coloracdo amarela (Figura 1, C e D). Suas dimensdes variam
de 1,5 a 2,0 cm de circunferéncia, e cada planta pode produzir em meédia 15
quilos de frutos ao ano (EMATER, 2010). O fruto € comestivel, sabor exoético e
cheiro forte similar ao cheiro de queijo rancoso (GUARIM NETO; PASA, 2009;
BELISARIO; CONEGLIAN, 2013). Os frutos sdo consumidos in natura ou na
industria alimenticia na forma de licores, sorvetes, sucos ou doces (GUSMAO
et al., 2006). O consumo do murici se destaca nas regides norte e nordeste,
onde algumas espécies sdo cultivadas pela populacao rural em pomares como
€ 0 caso das espécies B. crassifélia e B. verbascifolia (REGO et al., 2006;
LORENZI, 1998). A comercializagdo se restringe as feiras livres e mercados
locais (GUIMARAES; SILVA, 2008).

Figura 1 — Caracteristicas da espécie B. crassifélia, (A — arvores medindo de 4 a 6
metros de altura; B — flores amarelas em forma de cachos; C — frutos verdes e maduros; D —
fruto maduro apresentando coloragdo amarela)

A N

Fonte: CARDOSO; CARVALHO, (2017)
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Os frutos do género Byrsonima também sdo utilizados na
alimentacao de aves, peixes e alguns roedores, sendo as aves caracterizadas
como importantes disseminadores da espécie. Durante a floracdo, o muricizeiro
é frequentemente visitado por abelhas da familia Apidae, principalmente
aquelas pertencentes a tribo Centridini. Estas abelhas sdo adaptadas para a
coleta de Oleo que sédo utilizados como fonte de alimento juntamente com o
grédo de polen para suas larvas (OLIVEIRA et al., 2007; REGO et al., 2006).

Os lepidépteros também utilizam suas folhas formando casulos e
depositando seus ovos, diminuido algumas funcdes das folhas, como absorcao
de CO:z e luz solar. Diversos géneros e espécies de lepidopteros acometem o
género Byrsonima (FLINTE, 2005). De acordo com Leal e Oliveira (2014),
foram encontradas trés espécies de fungos que causam danos a semente do
murici, os quais sdo Aspergillus ssp., Pythium ssp. e Rhizopus spp. Estes
fungos sdo os principais responsaveis pela inviabilidade das sementes,
comprometendo o processo de germinacdo. Algumas espécies do género
Byrsonima séo utilizadas como medicamento popular, dentre elas pode-se citar
B. crassifolia que tem sido eficaz no combate contra bactérias, protozoarios e
fungos (SANTOS, 2013).

2.2 Caracteristicas gerais dos fungos

Os fungos sao organismos imoveis, eucariontes, heterétrofos,
podendo ser unicelulares (leveduras) ou multicelulares (filamentosos) que na
maioria das vezes formam micélio flamentoso o qual se ramifica em todas as
direcbes. Estas ramificagbes do micélio sdo denominadas hifas, as quais
podem ser septadas ou cenociticas, aléem disso, apresentam como principal
constituinte da parede celular a quitina e B-glucanos (ARAUJO et al., 2010;
MARQUES, 2007; SILVA, COELHO, 2006). Podem ser encontrados em quase
todo tipo de ambiente (ar, agua, solo), atuando como decompositores ou
patégenos de plantas ou animais inclusive os seres humanos (MARQUES,
2007) além de parasitar outros fungos (OLIVEIRA, et al., 2008), podem atuar
como controle bioldgico de pragas obtendo relacdes simbiontes com plantas e
outros organismos vivos como as algas (GOIl; SOUZA, 2006; KANAGAWA,
NEVES, 2011).
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O ciclo de vida dos fungos é facultativo diferente das plantas e
animais que apresentam como obrigatorios. Desta forma o que ira influenciar o
crescimento vegetativo ou reprodutivo sdo as condi¢cdes em que o fungo esta
vivendo. Se 0 meio em que se encontram possui bastante nutriente favorece o
crescimento somatico, mas se ocorrer uma reducdo acentuada desses
nutrientes acontece a esporulacdo (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004). Os fungos
se reproduzem por meio da producdo de esporos (sexuada) ou conidios
(assexuada), se assemelham as plantas no que se refere ao modo de
reproducdo, contudo, sdo aclorofilados e no que tange ao modo como se
alimentam se assemelham mais com os animais (RAVEN, EVERT,
EICHHORN, 2011).

Estes microrganismos estéo classificados dentro do Reino Fungi que
apresenta como principal constituinte da parede celular a quitina, e séo
conhecidos cincos filos: Glomeromycota, Chytridiomycota (PIRES-
ZOTTARELLI, GOMES, 2007), Zygomycota, Basidiomycota e Ascomycota
(PFENNING, ABREU, 2010). A taxonomia dos fungos é tradicionalmente
fundamentada em caracteres citologicos e morfolégicos (MORAES; PAES:
HOLANDA, 2010).

Apesar da quantidade de espécies que sao descobertas e
classificadas a cada ano, onde dados revelam em média que de 1999 a 2009
foram descritas 2.226 novas espécies, entretanto o estudo da biodiversidade
micolégica ainda € bastante limitado considerando a variedade de
microrganismos existentes (HIBBETT et al., 2011). Sua importancia economica
abrange as areas da: Medicina Humana e Veterinaria (desenvolvimento de
antibidticos importantes como a penicilina), Farméacia, Nutricdo, Fitopatologia,
Agricultura, Biotecnologia, etc. (MORAES, PAES, HOLANDA, 2010).

2.3 Fungos endofiticos

Os fungos endofiticos pertencem a por algumas familias e ordens
dos filos, Ascomycota, Basidiomycota, Zygomycota, Glomeromycota e
Deuteromycota (HUANG et al. 2009, ARNOLD, 2007, DESJARDINS;HOHN,
1997). O termo endofitico origina-se do grego endon, (no interior) e phyton

(planta). Organismos endofiticos sado aqueles que habitam o interior de tecidos
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vegetais durante parte ou todo seu ciclo de vida, e a colonizagéo é
assintomatica (PETRINI, 1991; AZEVEDO et al., 2002).

Espécies de bactérias e de fungos sdo as principais representantes
de populagdes endofiticas. Azevedo e Araujo (2007) definem micro-organismos
endofiticos como aqueles que habitam o interior dos tecidos sem importunar a
planta e que ndo desenvolvem estruturas externas visiveis. Outra defini¢cdo foi
proposta por Mendes e Azevedo (2007), os quais dividiram os endofiticos em
dois grupos: 0s que ndo apresentam estruturas externas visiveis a planta e os
gue produzem estruturas externas visiveis na planta, como fungos micorrizas e
bactérias simbiontes fixadoras de nitrogénio.

Os fungos endofiticos podem ser unicelulares como as leveduras ou
multicelulares como os fungos filamentosos (MARQUES, 2007; SILVA,
COELHO 2006). Os fungos endofitcos ndo sdo classificados como
microrganismos fitopatogénicos pelo fato de ndo oferecerem nenhum dano
aparente a planta (SANTOS, VARAVALLO, 2011).

As associac¢des simbiontes entre a planta e os endofiticos pode ter
contribuido para a evolugdo adaptativa das plantas para o meio terrestre de
acordo com registros fésseis encontrados do filo Zygomycota no periodo
Devoniano. O processo coevolutivo conferiu a planta maior resisténcia contra
adversidades bidticas e abidticas (FELBER, PAMPHILE, 2013). A relacdo dos
microrganismos endofiticos com as plantas hospedeiras no processo de
estabelecimento da coevolugdo foi e é influenciado pelo gendtipo, status
fisiologicos, temperatura, oferta de agua e nutrientes, podendo resultar em
mudancgas nas informacoes celulares e moleculares, que podem contribuir de
varias formas na sanidade e desenvolvimento da planta (ARAVIND et al., 2010;
ANDREOTE et al., 2010).

A transmissao dos fungos endofiticos para as plantas podem ocorrer
de varias formas sendo as raizes uma das principais vias, ocasionadas por
ranhuras adquiridas pelo atrito com o solo durante seu crescimento. Pode
ocorrer também através de hifas que crescem nas sementes e podendo,
posteriormente colonizar outras partes do vegetal. Outros fungos endofiticos
podem penetrar através de aberturas naturais do hospedeiro como o0s
estbmatos e hidatddios ou artificiais como lesfes causadas por instrumento

agricola. Além disso, espécies tais como Beauveria bassiana, podem adentrar



16

a planta através de aberturas produzidas por enzimas hidroliticas. Podem ainda
ser citados outros fungos que possuem estruturas especializadas para a
invasdo como 0s haustorios e apressorios, além daqueles que conseguem
atravessar a parede celular (WAGNER; LEWIS, 2000; PEIXOTO NETO et al.,
2002; ESPOSITO; AZEVEDO, 2004; FELBER; PAMPHILE, 2013).

Os fungos endofiticos tém proporcionado bons resultados atuando
como controle biolégico. Os papeis ecolégicos desempenhados pelos fungos
endofiticos sdo bastante diversificados, desenvolvendo uma relacao
mutualistica fungo/hospedeiro, que confere vantagens a planta protegendo-a
contra herbivoria de insetos, protecdo contra nematddeos e resisténcia contra
patégenos de origem bacteriana e fungica. A acdo dos fungos endofiticos pode
ser a inibicdo da infeccao impedindo a proliferacdo do patégeno dentro dos
tecidos vegetais ou atuando indiretamente induzindo resposta de resisténcia
intrinseca da planta (STONE POLISHOOK; WHITE JUNIOR; ESPOSITO-
POLESI, 2004).

Além disso, muitos desses fungos produzem metabdlitos
secundarios biologicamente ativos. Estes metabdlitos abrangem uma grande
variedade de estruturas incluindo os alcaloides, terpendides, quinonas e
péptidos, xanthones e fendis (HIGGINBOTHAM et al., 2013). Um exemplo é
paclitaxol, um diterpendide que apresenta atividade citotoxica contra células
cancerigenas e foi encontrado em plantas do género Taxus e 0 mesmo
metabdlito foi descoberto sendo produzido pelo fungo Taxonomyces
andreanae. Acredita-se que os fungos endofiticos produzam algumas
substancias com natureza quimica semelhante a de vegetais (CAMPOS, 2009;
JALGAONWALA; MOHITE; MAHAJAN, 2011). Estes ultimos autores afirmam
ainda que, a colonizacdo de enddfitos podem provocar alteragcdes na
expressao génica da planta hospedeira.

Os microrganismos endofiticos tém sidos estudados principalmente
em plantas de regibes temperadas e tropicais, e em todos os estudos
realizados em vegetais foi possivel observar a existéncia da microbiota
endofitica vivendo no interior de seus tecidos, concluindo que possivelmente
todas as plantas podem ser hospedeiras de fungos endofiticos (AZEVEDO et
al., 2002; ARAUJO et al., 2002; STROBEL; DAISY, 2003; FIRAKOVA et al.,
2007; BRUSCATO, 2011). De acordo com Felber e Pamphile (2013), certas
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espécies de fungos endofiticos sdo especificas de determinados hospedeiros
se sobressaindo em relacdo a outras comunidades. Outros fatores podem
influenciar também na quantidade e diversidade dos fungos endofiticos nas
plantas, como o clima e as esta¢des do ano. Por isso podemos encontrar uma
maior quantidade de microrganismos endofiticos em plantas perenes de &reas
tropicais e semitropicais. No Brasil, ha alguns registros de fungos endofiticos
habitando varias partes das plantas desde a raiz até os frutos.

Locatelli et al., (2009), isolaram 430 fungos endofiticos em frutos de
plantas citricas encontrando com maior frequéncia Colletotrichum spp.,
Guignardia citricarpa, Fusarium spp. e Mycelia sterilia.

O género Byrsonima pode ser um importante reservatorio de fungos
endofiticos, pois ainda de acordo com Strobel (2003), plantas perenes de areas
tropicais e semitropicais hospedam uma maior quantidade de endofiticos, se
comparado a ambientes mais secos ou frios e a exploragdo desta fonte pode
acrescentar informacfes sobre a riqgueza e abundéancia destes organismos que
sdo promissores quanto a producdo de substancias de interesse para 0s seres

humanos.

2.3.1 Relagdes dos fungos endofiticos com as plantas

Os fungos endofiticos se mostraram presentes em todas as plantas
analisadas até o momento (ARAUJO et al., 2010; AZEVEDO, 2002). Um
mesmo vegetal pode conter inUmeras espécies de fungos endofiticos sendo
gue algumas se mostram dominantes para determinado O0rgao vegetal. Além
disso, apresenta especificidade em relacdo ao hospedeiro (STROBEL; DAISY,
2003; AZEVEDO, 2002).

As interacdes dos fungos endofiticos e seus hospedeiros ainda séo
bastante complexos apesar de que inicialmente foram caracterizados como
assintomaticas. Entretanto sabe-se que a funcédo que cada fungo exerce em
relacédo ao seu hospedeiro é extremamente especifica (ARAUJO et al., 2010).
Estes microrganismos estdo sujeitos a alterar sua composicdo em funcédo do
hospedeiro e das condicdes ambientais, pois se inter-relacionam dentro da
planta em um balango harmonico. Se ocorrer o desequilibrio dentro deste

ambiente todos os integrantes serdo afetados, mudando seu comportamento,
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fazendo com que fungos oportunistas manifestem seu potencial patolégico ao
hospedeiro. Desta forma fungos endofiticos podem eventualmente desenvolver
patogenicidade a planta que albergam quando esta advém de algum estresse
ambiental ou ocasionado por outros fatores diminuindo seus mecanismos de
defesa, ou seja, estes microrganismos podem ser considerados patdgenos
latentes (PEIXOTO NETO et al., 2002).

Em relagdo ao assunto tem se analisado a relagdo da simbiose
mutualistica e o equilibrio antagdnico entre as plantas e os endofiticos. Uma
das explicacbes aponta para coevolucdo das plantas/fungos endofiticos onde
ambos se relacionavam mutuamente, endofiticos obtinham protecdo e
nutrientes e as plantas resisténcia a fatores bidticos e abioticos, resisténcia a
patégenos, maior crescimento vegetal, inducdo e estimulos germinativos de
sementes (SCHULZ; BOYLE, 2005; MAHESHWARI, 2006; HARDOIM et al.,
2008; COMPANT et al., 2010).

De acordo com Schulz e Boyle (2005) a propagacédo assintomatica é
consequéncia da interacdo antagobnica e equilibrada entre a planta hospedeira
e o fungo independentemente do Orgdo do vegetal infectado, sendo
influenciado pela quantidade de metabolitos téxicos produzidos por ambos.
Com a inducdo de maiores quantidades de metabolitos produzidos pelos
endofiticos bem como a diminuicdo na defesa da planta estes podem se
manifestar como patégenos ao hospedeiro. Esses autores ainda afirmam que,
a hipétese do equilibrio antag6nico nédo elimina a probabilidade do endofitico
desempenhar um papel benéfico para seu hospedeiro, ja que € comprovada a
producdo de metabolitos por fungos endofiticos os quais podem influenciar
tanto na produgdo ou inibicdo destes metabolitos conferindo resisténcia a

planta contra possiveis ataques de insetos e fitopatogénicos.

2.3.1.1 Consideracbes sobre isolamento, identificacdo de fungos e testes de

fitopatogenicidade

Os métodos mais utilizados para isolamentos de fungos séo: direto e
indireto. O direto consiste na transferéncia de estruturas do patdgeno (hifas,
conidios, esclerddios) direto do 6rgado infectado. O isolamento indireto é a
transferéncia para meio de cultura de porc¢bes infectadas de tecido do
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hospedeiro. Este método requer cuidados com a amostra, pois o objetivo &
isolar o microrganismo que esta no interior do tecido aparentemente sem
lesbes (LIMA, 2011; AZEVEDO, 1998).

Uma estratégia para o sucesso dos métodos direto ou indireto
consiste na eliminacdo dos hospedeiros epifiticos através da lavagem das
amostras vegetais, as quais poderdo ser utilizadas, para o isolamento, em
pequenos fragmentos ou maceradas (NASCIMENTO, 2010; ANJOS, et al.,
2009; AZEVEDO, 1998).

O isolamento, direto ou indireto, usa meios de cultura, contendo
diferentes nutrientes e antibioticos, como substrato in vitro para o crescimento
dos fungos (MORAES, PAES, HOLANDA, 2010). Os meios de culturas também
podem ser seletivos de acordo com o metabolismo de cada fungo, favorecendo
ou inibindo o crescimento de determinada espécie. O uso de meios de cultura
ndo é garantia de sucesso para o desenvolvimento dos fungos pois existem
algumas espécies endofiticas que sO se desenvolvem no hospedeiro
(AZEVEDO, 1998; PFENNING, ABREU, 2006).

A temperatura e o tempo de incubacdo também podem influenciar
na seletividade dos fungos, pois alguns crescem mais rapido, inibindo a
presenca de outras espécies com crescimento lento. A idade da planta e dos
orgaos também deve ser considerada, bem como a necessidade de varias
coletas para confirmar o verdadeiro estado endofitico (AZEVEDO, 1998).

Testes de patogenicidade também sdo utilizados para averiguar o
comportamento do microrganismo endofitico como patégeno de plantas. Pois
estabelecer um limite entre endofitico e patdégenos ainda requer mais estudos,
inclusive ja foi levantada a hipétese de que todos os patdégenos tenham se
originado como endofiticos (AZEVEDO, 1998). Portanto, o teste de
patogenicidade se torna uma ferramenta importante para esclarecer esta
relacéo endofitico/hospedeiro.

O estabelecimento da relacdo causal entre uma doenca e um
microrganismo s6 pode ser constatadas por meio de etapas, conhecidas como
Postulados de Koch (Figura 2), que se estabelece como uma associagao entre
patdgeno-hospedeiro sendo, isolamento do patdgeno, inoculagdo do patdgeno,
reproducdo dos sintomas e reisolamento do patdgeno. Apdés a realizagédo
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desses testes 0 microrganismo em analise pode ser considerado agente
patogénico ou ndo (CALDEIRA JUNIOR et al., 2007).

Figura 2- Ciclo do postulado de Koch demonstrando o teste de patogenicidade de fungos em
plantas

timida

|

\

|

|
Postulados de Koch  ( - )F

No campo

Fonte: Google imagem — IFTO (2017)

A identificacdo de fungos se baseia nas caracteristicas morfolégicas
e citologicas. A identificacdo por morfologia requer estudos taxondmicos e
podem se basear na observacdo de caracteres morfologicos comparados a
chaves de taxonémicas, a qual pode se citar: Barnett e Hunter (1972), Klich,
(2002), Pitt e Hocring, (2009). Mas atualmente, com o desenvolvimento de
técnicas bioquimicas e moleculares, novos caracteres estdo sendo utilizados
para maior confiabilidade na identificagdo de espécies de fungos. Tais técnicas
sdo baseadas em PCR - Reacdo em Cadeia da Polimerase (RAPD, RFLP,
AFLP), sequenciamento de DNA, isoenzimas e cromatografia (TLC, HPLC, CG,
espectrometria de massa) (MORAES, PAES, HOLANDA, 2010).

Considerando a possibilidade de contaminantes, o ndo crescimento
em meio de cultura, e a dificuldade com a identificacdo taxondmica, 0s
trabalhos com isolamento de fungos, endofiticos ou ndo, sdo sempre um
desafio metodoldgico, fato que eleva a importancia biolégica/ecoldgica das
pesquisas realizadas com este objetivo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Para o desenvolvimento do presente trabalho foram utilizados frutos
maduros saudaveis de Byrsonima crassifélia coletados em trés areas diferentes
préximas ao municipio de Araguatins Tocantins, o qual se situa a 125 metros
de altitude, latitude: “5° 39’ 22” ao sul, longitude: “48° 7° 8” a Oeste, abrangendo
uma area territorial km 2.625,286 e uma populacdo de 34.392 habitantes
(IBGE, 2015).0 Clima da regido é classificado Aw _ quente e umido, com
chuva de Outubro a Maio, precipitacdo média de 1500 mm, com temperaturas
mais elevadas entre os meses de Julho a Setembro variando de 24° a 30°
(ARAUJO et al., 2008; CARVALHO, XAVIER; ARRUDA 2011).

Foram utilizados para a coleta, pinga, alcool 70%, tubo tipo “falcon”,
caixa térmica com gelo, caderno de anotacdes, pincel e GPS.

As localidades das coletas foram: Povoado Transaraguaia na Zona
rural de Araguatins (S 05° 43’ 04.3” e W 048° 08’ 49.0”); Fazenda Acaizal (S
05° 30’ 53,77 e W 048° 06’ 40,0”); Projeto de Assentamento Agricola (PA)
Maringa (S 05° 29’ 43,4” e W 048° 07’ 10,5”) (Figura 3).

FIGURA 3- Foto de satélite das regides de coleta. A. Panorama geral das regides de coleta. B.
Povoado Transaraguaia. C. Fazenda Acgaizal. D. Projeto de Assentamento Agricola (PA)

Maringa.

Fonte: Google Earth (2015).
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O delineamento experimental relativo a coleta dos frutos e escolha
das arvores foi aleatorio. Os critérios ndo sistematizados tiveram como base a
escolha de arvores com frutos maduros e quando possivel mantendo uma
distancia de aproximadamente 20 a 30 metros entre os diferentes pontos de
coleta.

Os frutos foram processados no Instituto Federal de Educacéo,

Ciéncia e Tecnologia do Tocantins - Campus Araguatins.

3.2 Métodos
Coleta

As amostras foram coletadas no periodo matutino entre o més de
Janeiro de 2015 a Fevereiro de 2016. Foram coletados 135 frutos sadios
diretamente das arvores (com a superficie uniforme e sem lesdes). A coleta foi
realizada com a ajuda de uma pinca esterilizada, sendo que, a cada coleta a
mesma era imersa em alcool 70% contido em tubo de “falcon” no intervalo da
coleta de cada fruto. As amostras foram coletadas em trés areas diferentes,
sendo que, em cada ponto de coleta foram coletados 45 frutos distribuidos em
trés arvores diferentes adquirindo 15 frutos de cada planta distribuidos nas
bordas inferiores da frutifera, (Figura 4) e o ponto referenciado por GPS

apéndice K.

Figura 4 — Coleta realizada nas bordas inferiores do muricizeiro. Coleta do murici utilizando
pin¢a; armazenamento do fruto em frasco de coleta B
5 A » -3 -’-*‘. 1

FONTE: CARDOSO, R. N. — IFTO (2017)

O material coletado foi acondicionado em frascos de coletas

previamente esterilizado e identificados (Figura 4,B) . Os frascos foram
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acondicionados em caixa térmica com gelo até o0 momento das analises para
evitar danos provocados pelo calor. Durante a realizacédo da coleta, exemplares
de folhas e flores foram coletadas, as quais foram produzidas exsicatas estas
foram enviadas para o Museu Paraense Emilio Goeldi em Belém Para para
identificag&o.

O processamento das amostras ocorreu no laboratoério de Biologia e
Citogenética do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do
Tocantins, Campus Araguatins.

ApOs a coleta os frutos foram lavados em &gua corrente com
detergente, em seguida o material foi imerso em alcool 70% por 1 minuto, em
hipoclorito de sodio a 3% por 4 minutos e novamente em alcool 70% em 1
minuto, por fim cada fruto foi lavado em agua destilada estéril. Todo esse
processo foi realizado no interior de uma cabine de seguranca bioldgica (Figura
5, A e B). Os frutos foram colocados para secar no interior de uma cabine de
seguranca biolégica em papel filtro esterilizado e uma aliquota de 50 pL da
agua destilada foi utilizada na realizacdo do controle da assepsia (Figura 5, C)
(CAFEU et al., 2005; ANDRADE et al., 2010; SILVA et al., 2006; SOUZA et al.,
2004).
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Figura 5 — Processamento dos frutos. A — esterilizagé@o dos frutos, B — secagem dos frutos, C
— coleta dos fragmentos dos frutos, D — fragmentos dos frutos sendo plagueados em meio
BDA, F — controle de assepsia).

Fonte: CARDOSO, R. N. — IFTO (2017)

Depois do processo de esterilizacdo foram retirados fragmentos de
cada fruto e plagueados em placas de Petri contendo o meio BDA (batata-
dextrose-agar, 42 g L-1) acrescido dos antibiéticos ampicilina 250 mg L-1 e
amoxicilina 20 ml L-1 para evitar a proliferacdo de bactérias (Figura 5, C, D e
F). Os isolados foram acondicionados em camara de crescimento (BOD) a
25°C (QADRI et al., 2013). O acompanhamento do crescimento dos fungos foi
realizado diariamente. Apds o aparecimento das hifas dos fungos endofiticos
nas extremidades dos fragmentos dos frutos foram efetivados repiques de
todos os isolados para novas placas contendo o meio BDA até que se
obtivesse uma colbnia pura. As coldnias isoladas foram transferidas das placas
de Petri para tubos de ensaio contendo BDA (batata-dextrose-agar, 42 g L-1)
acrescido de antibiético ampicilina 250 mg L-1 e amoxicilina 20 ml L-1(Figura 6)

e mantidas na BOD por um periodo de 7 dias.
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Figura 6 - colbnias puras de fungos filamentosos, isolados de Byrsonima
crassifolia.

Fonte: CARDOSO, R. N. — IFTO (2017)

Apos sete dias, os isolados mantidos em tubos de ensaio
etiquetados, catalogados de acordo com o ponto de coleta foram transferidos
para refrigerador 5°C por um periodo de dois meses.

Os isolados obtidos e mantidos em tubos de ensaio a 5°C foram
novamente plaqueados em placas de Petri contendo meio BDA (batata-
dextrose-agar, 42 g L-1) acrescido de antibiético ampicilina 250 mg L-1 e
amoxicilina 20 ml L-1 e mantidos em BOD a 25°C por um periodo de sete dias
obtendo o aparecimento das estruturas vegetativas e reprodutivas. Discos das
colonias foram retirados e armazenados em frascos tipo penicilina contendo
agua destilada estéril etiquetada com a identificacdo do género (FARINAS;
BARBOZA, 2012; SILVA; COELHO 2006) de acordo com o método de
Castellani (1960). Os fungos foram armazenados no laboratério de
Citogenética do IFTO-Campus Araguatins para serem utilizados em estudos
posteriores.

3.2.1 Identificacdo dos fungos e a espécie de murici
A identificacdo dos isolados foi realizada no Laboratério de

Fitopatologia, do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal do

Tocantins (UFT), Campus Universitario de Gurupi sob orientacdo do Dr. Gil
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Rodrigues dos Santos e a Mestre Dalmarcia Mourdo. Os fungos filamentosos
foram identificados em nivel de género com o auxilio da chave de identificacéo
proposta por Barnett; Hunter, (1972). Por meio do cultivo em BDA, apds um
periodo de incubacgéo de sete dias em placas de Petri, com o auxilio de lupa
estereoscépica e microscopio oOptico foram observadas as caracteristicas
macro e micro-morfolégicas das estruturas vegetativas e reprodutivas
(Apéndices 1, 2 e 3), taxa de crescimento, textura (aveludadas, cremosas,
butirosas ou mucéides; cotonosas, serosas, camurcas, granulosas,
membranosas, coriaceas, verrucosas ou pulverulentas), coloracdo e forma da

margem das col6nias.

3.2.2 Teste de patogenicidade

Para o teste de patogenicidade foram selecionados fungos
filamentosos endofiticos isolados de B. crassifolia neste trabalho, os quais ja
foram considerados fitopatogénicos para outras culturas. Os géneros utilizados
foram Botriodiplodia sp., Bipolares sp., Colletotrichum sp., Pestalotia sp.,
Alternaria sp., Cladosporium e Fusarium sp.. Nao foi avaliada quanto as
diferentes morfoespécie devido a disponibilidade de plantulas de Byrsonima
crassifélia, sendo escolhidas amostras aleatérias dos isolados. Para realizacéo
do teste foram utilizadas mudas de murici de aproximadamente 90 dias, sendo
guatro repeticbes para cada género e uma testemunha e para maior
credibilidade dos resultados o teste foi realizado duas vezes.

A inoculacéo de isolados dos géneros Botriodiplodia sp., Bipolares
sp., Colletotrichum sp., Pestalotia sp., Alternaria sp. e Cladosporium sp. foram
realizadas nas folhas das plantulas de murici com o auxilio de um borrifador
manual de 450ml contendo 10mL de solucdo de esporos a uma concentracéo
de 10° esporos-mL™. As concentracdes foram ajustadas com o auxilio da
camara de Neubauer e na planta testemunha foi borrifado agua destilada

autoclavada (Figura 7).
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Figura 7 — Etapas para a realizacdo do teste de patogenicidade. Extracdo dos
esporos através da lavagem da placa contendo uma col6nia pura e esporulando (a, b, ¢ e d);
contagem dos esporos utilizando microscopio Optico e camara de Neubauer, (e, f, g); esporos
sendo borrifados em plantulas de murici, (h); cAmara Umida, utilizando saco preto, algodéo
Uumido e varetas (i); plantulas de murici apds inoculacdo dos fungos em ambiente externo (j);
plantulas apresentando sintomas (k); placa confirmando a presenga de Pestalotia spp (1);
plantula testemunha sem sintomas (m); inoculacéo do fungo Fusarium sp, utilizando blocos de
agar contendo esporos (n); plantulas com sintomas da Murcha de Fusarium (o)

Fonte: CARDOSO, R. N. — IFTO (2017)
A inoculacdo de Fusarium sp. foi efetivado por meio de blocos de

agar extraido da cultura cultivada em meio BDA contendo conidios e micélio e
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aplicado diretamente na regido do colo/raiz com ajuda de um alfinete
previamente esterilizado e para testemunha foi utilizado apenas blocos
contendo agar (Figura 7) (ANJOS et al., 2009).

Em seguida foi colocado algoddo Umido nos vasos contendo as
plantulas e cobertos com sacos pretos para simular uma camara Umida sendo
mantidos em sala climatizada com temperatura 25 °C (Figura 7) este processo
se manteve por 48h (MOURAO, 2015;). Ap6s um periodo de 48h os sacos
foram removidos e as mudas foram colocadas em local sombreado para
observacdo durante oito dias. Apds este intervalo foram retirados fragmentos
das plantulas apresentando lesdes em seguida lavados com detergente,
hipoclorito a 1%, alcool 70% e agua destilada esterilizada e colocada em meio
BDA (acrescido de antibidtico, ampicilina 250 mg L-1 e amoxicilina 20 ml L-1)
por sete dias a fim de confirmar a etiologia do patégeno.

3.2.3 Critérios para avaliacdo dos sintomas nas plantulas de Byrsonima

crassifolia

As avaliacbes da inoculacdo dos fungos nas plantulas foram
baseadas nos sintomas aparentes nas folhas e caule observando murcha,
necrose, morte do meristema apical e morte da plantula. A severidade foi
avaliada com base em uma escala visual de sintomas na planta pontuando de
0 a 4, (0 — sem sintomas, 1 — 10% da plantula com sintomas, 2 — 11 a 25% da
planta com sintomas, 3 — 26 a 40%, 4 — acima de 50% de sintomas na planta)
(PEREIRA et al., 2006). Foram realizadas 3 observagdes em um intervalo de

15 dias sendo a primeira a partir do segundo dia de inoculagéao do fungo.

3.2.4 Avaliagdo da rigueza e abundéancia

Para avaliar a diversidade de espécies no local de coleta, foram
utilizados os seguintes indices: (a) Shannon-Weaner para avaliar a diversidade
gue considera tanto o numero de espécies quanto a abundéancia (ROLIM,
NASCIMENTO, 1997), (b) Margalef (riqueza) e dominéancia utilizando o
programa ANAFAU. O indice de Margalef € uma medida utilizada em ecologia
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para estimar a riqueza de espécies de uma comunidade com base na
distribuicdo numérica dos individuos das diferentes espécies em funcédo do
namero total de individuos existentes na amostra analisada. Sua formula é
dada por S = (n-1)/In(N), onde n € o numero de taxons encontrados e N
representa o namero de individuos. Quanto mais alto o valor de S maior a

riqgueza de espécies do local amostrado (MOREIRA, 2014).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Resultados

Foram obtidos 207 isolados de fungos endofiticos, nos trés pontos
de coleta, a partir de 135 frutos de murici, dentre os isolados 167 foram
identificados taxonomicamente, resultando na observagdo de 10 géneros
(Figura 8), sendo eles: Fusarium spp. (21%), Penicillum spp. (21%),
Botriodiplodia spp. (18%), Pestalotia spp. (14%), Aspergillus spp. (9%),
Bipolares spp. (4%), Colletotrichum spp. (4%), Verticillium spp. (4%), Alternaria
spp. (3%) e Cladosporium spp. (2%). A espécie de murici as quais foram
realizadas as coletas foi identificada como Byrsonima crassifolia (L) Rich e esta
armazenada no herbario sobre a codificacdo MG224148, no Museu Paraense
Emilio Goeldi.

Figura 8. Incidéncia de fungos endofiticos (%) em frutos de murici (Byrsonima
crassifolia) no municipio Araguatins — TO, 2016

Verticillium sp Alternaria sp_, Aspergillus sp
0, 0,
A% pestalotia sp 9%
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Os 10 géneros encontrados foram subdivididos em 57
morfoespécies. Este termo refere-se a organismos que diferem em algum
aspecto morfolégico de todos os outros grupos, sendo também utilizado em

estudos ecoldgicos quando nédo é possivel a identificacdo a nivel de espécie
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(TORTORA, 2005). Uma vez que no presente trabalho ndo foi possivel
identificar os isolados a nivel de espécie, este termo foi utilizado para se referir
a isolados pertencentes ao mesmo género mas que possuiam morfologias
diferentes entre si. Dessa forma, para a identificacdo a nivel de género e
diferenciacdo das morfoespécies de um mesmo género, foram observadas as
seguintes caracteristicas macro e micromorfologicas: a coloracdo da colbnia,
forma da margem da colbnia, textura e aspecto do micélio e presenca ou
auséncia de conidios (Figura 9 e 10), (Apéndices A, B e C).

FIGURA 9 - Caracteristicas morfoldgicas macro e microscépicas dos fungos endofiticos
isolados de Byrsonima crassifolia; Alternaria sp: (A) cadeia de conidios, (B) conidios com
septos transversais e longitudinais, (C) colonia crescida em BDA; Botryodiplodia: (D) esporos
jovens hialinos e unicelulares, (E) esporo maduros bicelulares de coloracdo marrom escuro, (F)
colonia crescida em BDA; Aspergillus: (G e H) conidioforo, célula conidiogenica e esporos, (1)
colonia crescida em BDA; Cladosporium sp.: (J e K) conidios e conidi6foros, (L) colonia
crescida em meio BDA, Colletotrichum sp.: (M e N) conidios hialinos, (O) colonia apresentando
coloragéo rdsea.

Fonte: CARDOSO, R. N. — IFTO (2017)
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FIGURA 10 - Caracteristicas morfologicas macro e microscépicas dos fungos endofiticos
isolados de Byrsonima crassifolia; Fusarium sp: (A) clamidésporos e microconidios (B)
macroconidios, (C) aspecto da col6nia; Penicillium sp: (D e E) hifa, conidi6foro, fialide,
conidio, (F) aspecto da colbnia; Pestalotia sp.: (G e H) esporos septados, apresentando celulas
medianas mais escuras e as celulas apicais hialinas, (I) colénia apresentando acérvulos;
Verticillium sp: (J e K) hifas, conidi6foro e esporos, (L) aspecto da colbnia; Bipolaris sp.: (M e N)
esporos, (O) aspecto da coldnia.

Fonte: CARDOSO, R. N. - IFTO (2017)

Para alguns isolados, ndo foi possivel realizar a identificagdo nem
mesmo a nivel de género (Apéndices 1, 2 e 3) por ndo apresentarem estruturas
reprodutivas (conidios e conidiéforos). O género Fusarium foi o que mais se
destacou nos trés pontos de coleta, apresentando no primeiro ponto nove
morfoespécies, no segundo ponto cinco morfoespécies e no terceiro ponto de
coleta trés morfoespécies. Pode-se destacar também, o género Penicillium que

apresentou no primeiro ponto de coleta quatro morfoespécies, no segundo
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ponto duas morfoespécies e no terceiro ponto de coleta trés morfoespécie
(Tabela 1).

Tabela 1 - Quantidade de morfoespécie encontradas dentro de cada género por ponto de
coleta

Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3

Género Morfoespécie

Fusarium 9 5 3
Penicillium 4 2 3
Aspergillus 2 1 2
Colletotrichum 2 2 1
Pestalotia 2 2 2
Cladosporium 1 1 0
Verticillium 0 1 4
Alternaria 0 2 0
Botriodiplodia 1 1 1
Bipolaris 0 2 1

Fonte: CARDOSO, R. N. — IFTO (2017)

Os resultados da analise faunistica dos dados mostraram que na regido do
povoado de Transaraguaia houve dominéancia dos géneros Penicillium e
Botriodiplodia. O primeiro ponto apresentou maiores indices de riqueza de
espécies, sendo as morfoespécies Penicillium sp. 3, Botriodiplodia sp.1,

Penicillium sp. 4 e Fusarium sp. 7 as mais abundantes (tabela 2).
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Tabela 2 — Géneros de fungos encontrados no Povoado Transaraguaia, (D — dominante; ND —
ndo dominante; ma — muito abundante; ¢ — comum; r — raro; MF — muito frequente, F —
frequente; PF — pouco frequente; W — constante; Y — acessoéria; Z — acidental

Taxa N. Individuos N. Coletas Domin Abund Freq Const
Penicillium sp. 3 12 11 D ma MF W
Botriodiplodia sp. 1 12 10 D ma MF W
Penicillium sp. 4 5 5 ND ma MF W
Fusarium sp. 7 5 5 ND ma MF W
Pestalotia sp. 1 3 3 ND c F Y
Cladosporium sp. 1 3 3 ND c F Y
Fusarium sp. 5 3 3 ND c F Y
Fusarium sp. 8 3 3 ND c F Y
Pestalotia sp. 2 3 2 ND c F Y
Fusarium sp. 1 2 pA ND C F Y
Fusarium sp. 4 2 2 ND c F Y
Fusarium sp. 6 2 2 ND c F Y
Fusarium sp. 9 2 2 ND c F Y
Colletrotrichum sp. 1 2 2 ND c F Y
Fusarium sp. 2 1 1 ND r PF z
Fusarium sp. 3 1 1 ND r PF VA
Aspergillus sp. 1 1 1 ND r PF Z
Aspergillus sp. 2 1 1 ND r PF VA
Penicillium sp. 1 1 1 ND r PF VA
Penicillium sp.2 1 1 ND r PF Z
Colletrotrichum sp. 2 1 1 ND r PF Z

No segundo ponto de coleta localizado na Fazenda Acaizal houve
maior incidéncia dos fungos Botriodiplodia sp. 1, Pestalotia sp. 2 e Aspergillus
sp. 2 apresentando-se como espécies dominantes e mais abundantes (Tabela
3).
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Tabela 3 — Géneros de fungos encontrados na Fazenda Acaizal, (D — dominante; ND — n&o
dominante; ma — muito abundante; a — abundante; ¢ — comum; r — raro; MF — muito frequente,
F — frequente; PF — pouco frequente; W — constante; Y — acessoria; Z — acidental

Taxa N.Individuos N.Coletas  Domin Abund Freq Const
Botryodiplodia sp. 1 9 9 D ma MF w
Pestalotia sp. 2 7 7 D ma MF w
Aspergillus sp. 2 6 6 D ma MF w
Pestalotia sp. 3 4 4 ND a MF w
Fusarium sp. 7 3 3 ND c F Y
Penicillium sp. 3 3 3 ND C F Y
Alternaria sp. 1 3 3 ND c F Y
Fusarium sp. 5 2 2 ND c F Y
Fusarium sp. 6 2 2 ND c F Y
Fusarium sp. 8 2 2 ND c F Y
Penicillium sp.4 2 2 ND c F Y
Bipolarls sp. 1 2 2 ND c F Y
Alternaria sp. 2 2 2 ND c F Y
Bipolarls sp. 2 1 1 ND r PF z
Colletrotrichum sp. 1 1 1 ND r PF z
Colletrotrichum sp. 2 1 1 ND r PF z
Cladosporium sp. 2 1 1 ND r PF Z
Fusarium sp. 9 1 1 ND r PF z
Verticillium sp. 1 1 1 ND r PF z

Fonte: CARDOSO, R. N. — IFTO (2017)

No terceiro ponto de coleta localizado no P.A. Maringad foi
determinado como espécies mais abundantes Botriodiplodia sp.1, Penicillium
sp. 3 e Aspergillus sp. 2, com predominéncia dos dois primeiros citados tabela
4.
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Tabela 4 — Géneros de fungos encontrados na area do Projeto de Assentamento Agricola
(P.A.) Maringa (D — dominante; ND — ndao dominante; ma — muito abundante; ¢ — comum; r —
raro; MF — muito frequente, F — frequente; PF — pouco frequente; W — constante; Y — acessoria;
Z — acidental

Taxa N.Individuos N.Coletas Domin Abund Freq Const

Botriodiplodia sp. 1 8 8 D ma MF W
Penicillium sp. 3 8 8 D ma MF w
Aspergillus sp. 2 4 4 ND ma F w
Pestalotia sp. 2 3 3 ND C F Y
Bipolares sp. 2 3 3 ND C F Y
Aspergillus sp. 1 3 3 ND c F Y
Pestalotia sp. 3 2 2 ND o F Y
Fusarium sp. 6 2 2 ND c F Y
Penicillium sp. 4 2 2 ND C F Y
Verticillium sp.3 2 2 ND C F Y
Colletrotrichum sp. 1 1 1 ND r PF Z
Penicillium sp.2 1 1 ND r PF Z
Fusarium sp. 4 1 1 ND r PF VA
Fusarium sp. 7 1 1 ND r PF VA
Verticillium sp.1 1 1 ND r PF Z
Verticillium sp.2 1 1 ND r PF A
Verticillium sp.4 1 1 ND r PF Z

Fonte: CARDOSO, R. N. — IFTO (2017)

Os dados expressos nha tabela 5 evidenciam poucas diferencas na
diversidade de fungos endofiticos entre as areas de coleta, considerando o
indice de Shannon-Winner. O indice de Margalef destaca que houve uma
diferenca significativa entre riquezas de fungos endofiticos encontrados no
primeiro ponto de coleta em relagéo ao terceiro. Quanto a Equitabilidade dos
dados ndo apresentaram diferencas significativas neste trabalho. Contudo, as
morfoespécies que foram caracterizadas como mais dominantes em ordem
decrescente foram as representantes dos géneros Botryodiplodia sp. 1,
Penicillium sp. 3, Pestalotia sp. 2 e Aspergillus sp.2.
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Tabela 5 — Nimeros de individuos, Numero de espécies, Total de coletas, indice
de Shanon-Winner (H’), Riqueza de Margalef (S) e Equitabilidade entre os pontos coletados.

Pontos N2 de individuos

Ponto 1
Ponto 2
Ponto 3

66
53
44

Ne de
morfoespécie

21
19
17

Total de coletas

45
45
45

H' S (Margalef)
2,6875 4,7737
2,6892 4,5337
2,5513 4,2281

E'
0,8827

0,9133
0,9005

Fonte: CARDOSO, R. N. — IFTO (2017)

Os fungos, isolados no presente trabalho, Pestalotia spp., Fusarium

spp., Botriodiplodia spp. e Alternaria spp. se mostraram patogénicos para

plantulas de Byrsonima crassifolia, considerando o teste de patogenicidade

realizado. Estes isolados exibiram contaminacdes equivalentes a: Pestalotia e

Fusarium mais de 50% de contaminagé&o, Botriodiplodia 20% de contaminagéo

e Alternaria com 35% de contaminacdo. Entretanto, os fungos Colletotrichum,

Bipolaris e Cladosporium ndo apresentou nenhum dano aparente na planta e

nao apresentou crescimento micelial em fragmentos isolados da folha (Tabela

6).

Tabela 6- Teste de patogenicidade de fungos endofiticos isolados de frutos de Byrsonima

crassifolia em plantulas da mesma espécie.

Teste de patogenicidade

Porcentagem de

Fungos Valor obtido para os sintomas contaminacdo
Colletotrichum 0 0%
Pestalotia 4 Mais de 50%
Fusarium 4 Mais de 50%
Botryodiplodia 1 10%
Alternaria 3 26% a 40%
Bipolaris 0 0%
Cladosporium 0 0%

Fonte: CARDOSO, R. N. — IFTO (2017)
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4.2 Discussao

O presente trabalho alcangou os objetivos esperados quanto aos
isolados obtidos. Corroborando com alguns autores que afirmam que os frutos
sdo micro habitats importantes para uma variedade de micro-organismos sendo
qgue bactérias e os fungos sao mais frequentemente isolados. Isto se deve aos
teores de acucares e nutrientes que sdo encontrados nos frutos (MEDEIROS,
2010; ARAUJO, 2015). Ainda de acordo Campos et al., (2012), os frutos
nativos do Cerrado apresentam elevados teores de acUcares, proteinas,
vitaminas, minerais e fibras. Estes dados podem ter influenciado para
diversidade de fungos isolados do fruto de murici, frutifera nativa do Cerrado.

Foram identificados 10 géneros de fungos endofiticos neste estudo.
Contudo, alguns dos isolados ndo foram possiveis realizar a identificacdo por
nao apresentarem estruturas reprodutivas. Apenas a visualizacao das colonias
de fungos em meio de cultura ndo é o suficiente para que se chegue a uma
identificacdo precisa de espécie e até mesmo de género, pois as estruturas
reprodutivas s&o essenciais para uma identificacio por morfologia (CORREA,
2008).

Petrini (1991) comenta que as informacBes escassas sobre 0s
microrganismos endofiticos e as caracteristicas sobre o micro-habitat peculiar
de cada tecido vegetal, dificulta ainda mais a identificacdo baseada apenas na
morfologia das estruturas macro e microscépicas. Requerendo outras técnicas
baseadas na utilizacdo de marcadores moleculares de DNA sendo estas
precisas na identificacdo de fungos (CORREA, 2008). Porém esta técnica
possui custos elevados, o que dificultou a identificacdo em nivel de espécie e
dos fungos que nao apresentaram estruturas reprodutivas no presente
trabalho.

O género Fusarium foi 0 mais abundante nos isolados obtidos dos
trés pontos de coleta (tabela 1). Espécies desse género sdo citadas como
importantes produtores de micotoxinas que sdo metabolitos téxicos naturais e
frequentemente encontrados em alimentos. Dentre estas toxinas pode ser
citada a fumonisina produzida pelo fungo Fusarium moniliforme, que provoca
edema pulmonar e hidrotérax em suinos, leucoencefalo-malacia em equinos, e
provavel cancer de es6fago em humanos (VECCHIA, CASTILHOS-FORTES,
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2007; POZZI et al., 2002). Além disso, espécies deste género sao capazes de
provocar doencas tais como a murcha de Fusarium, que causa morte e
tombamento de plantulas e podridao de radicula.

Em Citrullus lanatus (SANTOS, ZAMBOLIM, 2011), Zea mays
(COSTA et al.,, 2003), Manihot esculenta Crantz (SILVA, TEXEIRA, 2012)
dentre outras, foram encontradas patologias causadas por Fusarium. Almeida,
Yara e Almeida (2005) afirmam ainda que espécies deste género provocam
inimeras perdas em frutiferas devido a sindrome da queda dos frutos.

Algumas espécies do género Fusarium ndo sdo patdgenos de
plantas sendo estes utilizados como controle biolégico de insetos (LESLIE;
SUMMERELL, 2006; ARANTES; CORREIA, 1999). Além disso, Fusarium ja foi
isolado de diferentes tecidos de plantas comportando-se como fungo
endofitico, como exemplo em sementes de candeia (Eremanthus
erythropappus), folhas de plantas medicinais, apices caulinares de pupunheira,
folhas de Heliconia chartacea e inflorescéncia de Heliconia bihai, em tecidos de
pinha (Annona squamosa L.) e graviola (Annona muricata L.) (Magalh&es et al.
2008; MUSSI-DIAS et al.,, 2012; ALMEIDA, YARA, ALMEIDA, 2005;
CERQUEIRA, 2011; SILVA et al., 2006).

Os isolados do género Fusarium obtidos neste trabalho que foram
utilizados nos testes de patogenicidade foram capazes de induzir sintomas
patogénicos em mudas de murici. A presenca de Fusarium foi observada nas
folhas que apresentaram murcha e posterior desfolha, ap6s oito dias de
inoculacdo do fungo na plantula. Este mesmo resultado foi observado por Anjos
et al. (2009) ao isolar esse fungo de sementes de mangabeira e inocular em
plantulas da mesma espécie obtendo 30% de patogenicidade nas mudas
testadas.

Os fungos pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium séo
organismos conhecidos na deterioracdo de alimentos e producédo de
micotoxinas (BORGES et al., 2002; VECCHIA, CASTILHOS-FORTES, 2007). A
micotoxina patulina, por exemplo, pode ser produzida por varias espécies do
género Penicillium e Aspergillus, sendo frequentemente encontradas em frutas,
verduras e cereais (VECCHIA; CASTILHOS-FORTES, 2007). A patulina pode
provocar em animais distirbios gastrointestinais, efeitos neurotéxicos e
imunolégicos (KAWASHIMA, SOARES, MASSAGUER, 2002).
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Alteracbes no processo germinativo de sementes podem ser
causadas por espécies Aspergillus e Penicillium (CIRIO, LIMA, 2003). Porém,
ambos ja foram isolados em diferentes espécies de plantas, tais como
Palicourea longiflora (aubl.) rich e Strychnos cogens bentham, Annona
squamosa L. (pinha) e Annona muricata L. (graviola), nas quais ndo foram
observadas lesbes que pudessem ser relacionadas a doencas fungicas
(SOUZA et al., 2004; SILVA et al., 2006; CERQUEIRA, 2011;).

Os espécimes do género Botryodiplodia (fase anamorfo ou
teleomorfo) (VELASCO et al.,, 2009) sdo considerados fungos oportunistas,
acarretando diferentes sintomas nas plantas infectadas, incluindo seca-
descendente, cancro em ramos, caules e raizes; lesées em estacas, folhas,
frutos e sementes; além de promover a morte de mudas e enxertos (OLIVEIRA
et al., 2010). Este fungo ja foi relacionado a danos em diversas culturas tais
como: mangostanzeiro (Garcinia mangostana L.) (PAIM et al., 2012), cajueiro
(Anacardium occidentale) (CARDOSO et al.,, 2009), Maméao (Carica papaya)
(OLIVEIRA et al., 2010; BRITO NETTO, 2012), teca (Tectona grandis L.f.)
(BORGES, 2014) e lesbes na casca de Eucalyptus globulus (ALONSO et al.,
2009).

Temperaturas de 25°C, 30°C e 35°C sao propicias para o
desenvolvimento de fungos do género Botryodiplodia (BORGES, 2014,
FERREIRA et al., 2009). A temperatura pode ter sido um fator relevante para a
grande incidéncia deste fungo em B. crassifolia nos trés pontos de coleta, ja
gue a regido analisada atinge temperaturas equivalentes as citadas
anteriormente. Além disso, este género provocou manchas foliares no teste de
patogenicidade realizado no presente trabalho. Sua natureza patogénica pode
ter relacdo com diferentes fatores ambientais, considerando que o género
Botryodiplodia ja foi caracterizado como endofitico, ou seja, habitando tecidos
internos do vegetal, sem provocar danos aparentes em diferentes espécies de
plantas (Cardoso et al., 2009).

A presenca de Botryodiplodia atuando como endofitico ja foi
constatada em varias culturas como o cajueiro em (Cardoso et al., 2009),
(Theobroma cacao L.) cacau (MAKI, 2006), Araucaria angustifélia (MOREIRA,
2014), Sementes de Graviola (Annona muricata L.) (CARDOSO et al., 2006)

dentre outras.
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Pestalotia € conhecido por ocasionar doencas em plantas conhecida
como a mancha de pestalotia ou pestalosiose, acometendo ramos, sementes e
frutos, podendo aparecer associada a antracnose (DIAS, 2010). Este género é
considerado cosmopolita e no Brasil sua ocorréncia foi registrada em quase
todos os estados, podendo se comportar como endofiticos (MUSSI-DIAS et al.,
2012; RODRIGUES, 2010; SANTOS et al., 2008), saprofitos e fitopatbgenos
(KRUSCHEWSK, 2010; LUTTERBACH et al., 2013). Neste trabalho Pestalotia
foi um dos géneros mais frequentes apresentando 18% dos isolados obtidos.
Além disso, este fungo se desenvolve bem em climas tropicais (BARON, 2014;
MOREIRA, 2014) corroborando com os resultados encontrados nessa
pesquisa.

No teste de patogenicidade Pestalotia se comportou como
patogénica, apresentando manchas foliares, lesbes na orientagéo das nervuras
em forma eliptica de coloragdo marrom a castanho, sintomas estes também
citados por Dias (2010), Castro et al., (2003) e Maciel et al. (2012).

Os géneros Bipolares, Colletotrichum e Verticillum representaram
4% dos isolados obtidos. Os géneros Verticillum e Colletotrichum sao
responsaveis pela sindrome da queda dos frutos (MUSSI-DIAS et al., 2012). O
género Bipolaris ocasiona doencas em algumas culturas como constatado por
Anjos et al., (2004) provocando mancha foliar em gramineas Paspalum
atratum.

Espécies do género Colletotrichum sp. apresentam uma ampla
distribuicdo geografica, particularmente em ambientes quentes e Uumidos dos
tropicos e sdo citadas como um dos mais importantes grupos de agentes
causais de doencas em plantas no mundo todo. S&o agentes etioldgicos de
inUumeras doencgas em hortalicas, frutiferas em geral, podriddes de floracéo e
pos colheita (CAMILO et al., 2014; MUSSI-DIAS et al., 2012, ). Colletotrichum
magna, por exemplo, considerado um fungo patogénico causando antracnose
em cucurbitaceas, contudo, se comportou como endofitico em outros grupos de
plantas (AZEVEDO, 1998; ALMEIDA, YARA, ALMEIDA, 2005; PIMENTEL et
al., 2006, SILVA ,2012; MOREIRA, 2014). Esse fungo pode ser caracterizado
como endofitico, pois o teste de patogenicidade realizado em plantulas de B.

crassifélia ndo apresentaram sintomas aparentes.
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O fungo Verticillium é considerado agente de controle biolégico de
doencas de plantas e de insetos (PIMENTEL et al., 2006). Este fungo ja foi
encontrado habitando endofiticamente os tecidos internos de vérias espécies
de plantas, como exemplo, em folhas de erva-mate llex paraguariensis
(PIMENTEL et al., 2006).

Os géneros Alternaria e Cladosporium foram os fungos endofiticos
menos frequentes nesse trabalho. Alternaria é conhecida por ocasionar
mancha foliar em melancia (Citrullus lanatus), leva a desfolha com
consequéncia na queimadura dos frutos (SANTOS, ZAMBOLIM, 2011).
Entretanto Alternaria e Cladosporium foram isolados de Vitis labrusca (videira)
albergando endofiticamente os tecidos internos desta cultura sendo que
Cladosporium representou 14,84% dos isolados (LIMA, 2010).

No teste de patogenicidade Alternaria sp. provocou lesbes na
plantula apds o sexto dia em que foi inoculado. Apresentando manchas foliares
necroticas, escura nas bordas e mais claro no centro. Este mesmo resultado foi
observado por Lima, Reis e Lopes (2003). Porém o teste realizado com
Cladosporium n&o apresentou nenhum sintoma visual de patogenicidade
confirmando a relacdo endofitica com a planta testada.

De acordo com os indices os quais foram submetidos os resultados
desta pesquisa ndo houve uma grande diferenca na quantidade de fungos
encontrados em comparacdo as areas de coletas. Entretanto o indice de
Margalef demonstra uma diferenca significativa entre o primeiro ponto de coleta
S= 4, 7737 (Povoado Transaraguaia) e o terceiro ponto de coleta S= 4, 2281
(PA Maringd) tabela 5. Além disso, foi possivel perceber que no segundo ponto
de coleta localizado na Fazenda Acaizal houve maior diversidade se
comparado com as outras duas areas (tabela 5).

Um dos fatores para o maior isolamento de fungos endofiticos em
frutos de murici na Fazenda Acaizal pode estar relacionado com a preservacgao
da area, sendo esta mais sombreada e possuindo outras frutiferas no local. De
acordo com Lima (2010) estudando fungos endofiticos em folhas de videira
obtiveram um maior numero de isolados em areas onde a exposi¢do solar era
mais baixa e possuia outras culturas no local, diferindo de areas onde a
radiacdo solar era maior e sem associacdo de outras frutiferas. Este resultado

corrobora com agueles encontrados neste trabalho, pois no terceiro ponto de
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coleta localizado na Fazenda Acaizal ndo havia competicdo com outras
culturas e os fungos endofiticos isolados neste local apresentaram menor
incidéncia. Pimentel et al. (2006) também isolou uma maior quantidade de

fungos endofiticos de folhas de erva-mate nativas do que em areas abertas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciaram que as espécies
de Byrsonima crassifolia podem constituir-se como importante fonte primaria de
fungos endofiticos, pois foi possivel isolar 10 géneros de fungos endofiticos a
partir do fruto de murici sendo eles: Botryodiplodia, Fusarium, Aspergillus,
Pestalotia, Penicillium, Alternaria, Bipolaris, Colletotrichum, Cladosporium e
Verticillium.

Foi possivel observar uma pequena variacdo na diversidade de
isolados por area de coleta sendo que na area mais preservada foi possivel
isolar maior quantidade de fungos.

O teste de patogenicidade revelou que os géneros Botryodiplodia,
Fusarium, Pestalotia e Alternaria induziram sintomas em plantulas de
Byrsonima crassifolia. Ja o0s géneros Bipolaris e Colletotrichum  néo
provocaram nenhuma lesdo aparente, continuando seu comportamento
endofitico.

E importante ressaltar que novas pesquisas sejam efetivadas
usando outras partes de Byrsonima crassifolia como, as folhas, caules e flores

para que a microbiota dessa cultura seja revelada na suatotalidade.
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APENDICES

Apéndices A - Caracteristicas morfoldgicas das colbénias de fungos
endofiticos isolados de frutos de murici no Povoado Transamazdnico

PRIMEIRA COLETA: 01/02/2016 POVOADO TRANSAMAZONICA

Forma do Aspecto do Pres. /Aus. de
Isolados Cor da col6nia bordo micélio conidios Género
MU 1.1 Bege Regular Membranoso Presente Fusarium sp. 1
MU 1.2 Verde lodo Irregular Ralo Ausente X
MU 2.1 Verde lodo Irregular Ralo Ausente X
MU 2.2 Verde lodo Irregular Ralo Ausente X
MU 3.1 Vermelho Regular Cotonoso Presente Penicillium sp. 1
MU 4.1 Verde lodo Irregular Ralo Ausente X
MU 5.1 Verde lodo Irregular Ralo Ausente X
MU 5.2 Verde lodo Irregular Ralo Ausente X
MU 5.3 Amarelo claro Regular Cotonoso Presente Aspergillus sp. 1
MU 5.4 Amarelo Irregular Ralo Presente Penicillium sp. 2
MU 6.1 Verde lodo Irregular Ralo Ausente X
MU 7.1 Cinza Regular Cotonoso Presente Fusarium sp. 2
MU 9.1 Bege Regular Membranoso Presente Fusarium sp. 1
MU 10.1 Marrom Regular Ralo Ausente X
MU 10.2 Verde oliva Regular Ralo Ausente X
MU 10.3 Marrom Regular Ralo Ausente X
MU 10.4 Vermelho Irregular Ralo Presente Fusarium sp. 3
MU 11.1 Marrom Regular Ralo Ausente X
MU 12.1 Cinza Regular Cotonoso Presente Botriodiplodia sp. 1
MU 13.1 Cinza-claro Regular Cotonoso Presente Colletotrichum sp. 1
MU 14.1  Castanho-escuro Regular Granulosa Presente Aspergillus sp. 2
MU 16.2 Verde-oliva Regular Cotonoso Presente Pestalotia sp. 1
MU 16.3 Amarelo-claro Regular Cotonoso Presente Fusarium sp. 4
MU 17.1 Branco-esverdiado Irregular Ralo Presente Penicillium sp. 3
MU 17.3 Branco-esverdiado Irregular Ralo Presente Penicillium sp. 3
MU 18.1 Marrom Regular Ralo Ausente X
MU 18.2 Marrom Regular Ralo Ausente X
MU 18.3 Verde Irregular Ralo Presente Penicillium sp. 4
MU 19.1 Marrom Regular Ralo Ausente X
MU 19.2 Cinza-claro Regular Cotonoso Presente Colletotrichum sp. 1
MU 19.3 Branco-esverdiado Irregular Ralo Presente Penicillium sp. 3
MU 19.4 Verde Irregular Ralo Presente Penicillium sp. 4
MU 20.1 Branco-esverdiado Irregular Ralo Presente Penicillium sp. 3
MU 20.2 Cinza Regular Cotonoso Presente Botriodiplodia sp. 1
MU 21.2 Verde Irregular Ralo Presente Penicillium sp. 4
MU 22.1 Marrom Regular Ralo Ausente X
MU 22.2 Branco-esverdiado Irregular Ralo Presente Penicillium sp. 3
MU 23.2 Branco Regular Cotonoso Presente Fusarium sp. 5



MU 23.3
MU 24.1
MU 24.2
MU 24.3
MU 25.1
MU 25.2
MU 25.3
MU 25.4
MU 25.5
MU 26.1
MU 26.2
MU 27.1
MU 27.2
MU 28.1
MU 28.2
MU 28.3
MU 28.4
MU 29.1
MU 29.2
MU 29.3
MU 29.4
MU 30.2
MU 32.1
MU 32.2
MU 32.3
MU 32.4
MU 33.1
MU 33.2
MU 34.1
MU 34.2
MU 35.1
MU 35.2
MU 35.3
MU 36.1
MU 36.3
MU 36.4
MU 36.5
MU 37.1
MU 37.2
MU 37.3
MU 38.1
MU 38.2
MU 39.1
MU 39.3
MU 39.4
MU 39.5
MU 40.1
MU 40.2
MU 40.3
MU 41.1

Bege-rosado
Cinza
Cinza
Rosa
Verde-oliva
Bege
Marrom
Lilas
Marrom
Bege-rosado
Bege-rosado
Cinza
Cinza
Rosa
Bege
Bege-rosado
Verde
Branco-esverdiado
Salmom
Cinza
Bege-rosado
Branco
Branco-esverdiado
Lilas
Marrom
Bege
Rosa
Verde-oliva
Rosa
Branco
Marrom
Verde lodo
Cinza
Amarelo claro
Branco-esverdiado
Verde
Marrom
Branco-esverdiado
Cinza
Marrom
Verde-oliva escuro
Cinza
Branco-esverdiado
Marrom
Bege-rosado
Verde-oliva escuro
Rosa
Cinza
Bege
Verde lodo

Irregular
Regular
Regular
Irregular
Regular
Regular
Regular
Irregular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Irregular
Irregular
Regular
Irregular
Irregular
Regular
Regular
Regular
Regular
Irregular
Irregular
Regular
Regular
Irregular
Regular
Irregular
Regular
Regular
Irregular
Regular
Regular
Irregular
Irregular
Regular
Irregular
Regular
Regular
Irregular
Regular
Irregular
Regular
Irregular
Irregular
Irregular
Regular
Regular
Irregular

Ralo
Cotonoso
Cotonoso

Ralo
Cotonoso
Cotonoso

Ralo

Ralo

Ralo
Cotonoso
Cotonoso
Cotonoso
Cotonoso

Ralo

Membranoso
Cotonoso

Ralo

Ralo
Cotonoso
Cotonoso
Cotonoso
Cotonoso

Ralo

Ralo

Ralo
Cotonoso

Ralo
Cotonoso

Ralo
Cotonoso

Ralo

Ralo
Cotonoso
Cotonoso

Ralo

Ralo

Ralo

Ralo
Cotonoso

Ralo

Ralo
Cotonoso

Ralo

Ralo

Ralo

Ralo

Ralo
Cotonoso
Cotonoso

Ralo

Presente
Presente
Presente
Presente
Presente
Presente
Ausente
Presente
Ausente
Presente
Presente
Presente
Presente
Presente
Ausente
Presente
Presente
Presente
Presente
Presente
Presente
Presente
Presente
Presente
Ausente
Presente
Presente
Presente
Presente
Presente
Ausente
Ausente
Presente
Presente
Presente
Presente
Ausente
Presente
Presente
Ausente
Presente
Presente
Presente
Ausente
Presente
Presente
Presente
Presente
Presente
Ausente

Fusarium sp. 6
Botriodiplodia sp. 1
Botriodiplodia sp. 1

Fusarium sp. 7

Pestalotia sp. 1

Fusarium sp. 8

X

Fusarium sp. 9

X

Pestalotia sp. 2

Pestalotia sp. 2
Botriodiplodia sp. 1
Botriodiplodia sp. 1

Fusarium sp. 7

X
Pestalotia sp. 2
Penicillium sp. 4
Penicillium sp. 3

Colletotrichum sp. 2

Botriodiplodia sp. 1
Pestalotia sp. 2
Fusarium sp. 5
Penicillium sp. 3

Fusarium sp. 9

X

Fusarium sp. 8

Fusarium sp. 7

Pestalotia sp. 1

Fusarium sp. 7

Fusarium sp. 5

X

X

Botriodiplodia sp. 1
Fusarium sp. 4
Penicillium sp. 3
Penicillium sp. 4

X

Penicillium sp. 3
Botriodiplodia sp. 1
X
Cladosporium sp. 1
Botriodiplodia sp. 1
Penicillium sp. 3

X

Fusarium sp. 6
Cladosporium sp. 1

Fusarium sp. 7
Botriodiplodia sp. 1

Fusarium sp. 8

X



MU 44.1 Verde lodo
MU 44.2 Verde-oliva escuro
MU 44.3 Cinza

MU 44.4 Verde lodo
MU 44.5 Verde lodo
MU 44.6 Branco-esverdiado
MU 45.1 Verde lodo
MU 45.2 Branco-esverdiado
MU 45.3 Verde lodo

Irregular
Irregular
Regular
Irregular
Regular
Irregular
Irregular
Irregular
Irregular

Ralo
Ralo
Cotonoso
Ralo
Ralo
Ralo
Ralo
Ralo
Ralo

Ausente
Presente
Presente
Ausente
Presente
Presente
Ausente
Presente
Ausente

X
Cladosporium sp. 1
Botriodiplodia sp. 1
X
X
Penicillium sp. 3
X
Penicillium sp. 3
X

Fonte: CARDOSO, R. N. — IFTO (2017)



Apéndices B - Caracteristicas morfoldgicas das colbénias de fungos

endofiticos isolados de frutos de murici na Fazenda Acaizal

SEGUNDA COLETA: 19/02/2016 FAZENDA ACAIZAL

Formado Aspectodo Pres./Aus. de
Isolados Cor da col6nia bordo micélio Conidios Género
MU 46.1 Bege Regular Ralo Presente Pestalotia sp. 3
MU 46.2 Bege Regular Cotonoso Presente Fusarium sp. 8
MU 48.1 Cinza Regular Cotonoso Presente Botriodiplodia sp. 1
MU 48.2 Verde-oliva escuro  Regular Cotonoso Presente Cladosporium sp. 2
MU 48.3 Branco Regular Cotonoso Presente Fusarium sp. 5
MU 49.1 Bege-rosado Regular Cotonoso Presente Pestalotia sp. 2
MU 50.1 Castanho-escuro  Regular Granulosa Presente Aspergillus sp. 2
MU 50.2 Cinza Regular Cotonoso Presente Botriodiplodia sp. 1
MU 51.1 Cinza-escuro Regular Cotonoso Presente Bipolares sp. 1
MU 52.1 Marrom Regular Ralo Ausente X
MU 52.2  Marrom-escuro Regular Cotonoso Presente Bipolares sp. 2
MU 54.1 Bege Regular Ralo Presente Pestalotia sp. 3
MU 54.2 Cinza Regular Cotonoso Presente Botriodiplodia sp. 1
MU 55.1 Bege-rosado Regular Cotonoso Presente Pestalotia sp. 2
MU 56.1  Marrom-escuro Regular Ralo Presente Alternaria sp. 1
MU 57.1 Cinza Regular Cotonoso Presente Botriodiplodia sp. 1
MU 58.1 Branco-esverdiado Irregular Ralo Presente Penicillium sp. 3
MU 59.1 Branco-esverdiado Irregular Ralo Presente Penicillium sp. 3
MU 60.1 Marrom Regular Ralo Ausente X
MU 61.1 Rosa Irregular Ralo Presente Fusarium sp. 7
MU 62.1 Cinza-escuro Regular Cotonoso Presente Alternaria sp. 2
MU 63.2 Cinza Regular Cotonoso Presente Botriodiplodia sp. 1
MU 63.3 Branco Regular Cotonoso Presente Fusarium sp. 5
MU 63.4 Cinza-escuro Regular Cotonoso Presente Alternaria sp. 2
MU 64.1 Bege-rosado Regular Cotonoso Presente Pestalotia sp. 2
MU 65.1 Bege-rosado Regular Cotonoso Presente Pestalotia sp. 2
MU 65.3  Castanho-escuro Regular Granulosa Presente Aspergillus sp. 2
MU 66.1  Marrom-escuro Regular Ralo Presente Alternaria sp. 1
MU 67.1 Verde Irregular Ralo Presente Penicillium sp. 4
MU 68.1 Salmom Regular Cotonoso Presente Colletotrichum sp. 2
MU 69.1 Cinza-claro Regular Cotonoso Presente colletotrichum sp. 1
MU 70.1 Bege Regular Ralo Presente Pestalotia sp. 3
MU 71.1 Marrom Irregular Ralo Ausente X
MU 72.1 Rosa Irregular Ralo Presente Fusarium sp. 7
MU 73.1 Marrom Regular Cotonoso Ausente X
MU 75.1 Branco-esverdiado Irregular Ralo Presente Penicillium sp. 3
MU 76.1 Bege Regular Cotonoso Presente Fusarium sp. 8



MU 78.1 Castanho-escuro  Regular Granulosa Presente Aspergillus sp. 2

MU 79.1 Marrom Regular Ralo Ausente X

MU 79.2 Bege-rosado Regular Cotonoso Presente Pestalotia sp. 2
MU 79.3 Bege-rosado Regular Cotonoso Presente Pestalotia sp. 2
MU 80.1 Bege-rosado Irregular Ralo Presente Fusarium sp. 6
MU 81.2 Lilas Irregular Ralo Presente Fusarium sp. 9
MU 82.1 Cinza Regular Cotonoso Presente Botriodiplodia sp. 1
MU 82.3  Marrom-escuro Regular Ralo Presente Alternaria sp. 1
MU 82.4 Cinza-escuro Regular Cotonoso Presente Bipolares sp. 1
MU 83.2 Cinza Regular Cotonoso Presente Botriodiplodia sp. 1
MU 84.2 Cinza Regular Cotonoso Presente Botriodiplodia sp. 1
MU 84.3 Bege Regular Ralo Presente Pestalotia sp. 3
MU 85.1 Cinza Regular Cotonoso Presente Botriodiplodia sp. 1
MU 85.2 Verde-lodo Irregular Ralo Ausente X

MU 85.3 Rosa Irregular Ralo Presente Fusarium sp. 7
MU 86.1 Verde Irregular Ralo Presente Penicillium sp. 4
MU 87.1 Castanho-escuro  Regular Granulosa Presente Aspergillus sp. 2
MU 87.2 Branco-lilas Regular Cotonoso Presente Verticillium sp. 1
MU 88.1 Bege-rosado Irregular Ralo Presente Fusarium sp. 6
MU 88.3 Castanho-escuro  Regular Granulosa Presente Aspergillus sp. 2
MU 89.1 Bege-rosado Regular Cotonoso Presente Pestalotia sp. 2
MU 90.2 Castanho-escuro  Regular Granulosa Presente Aspergillus sp. 2

Fonte: CARDOSO, R. N. — IFTO (2017)



Apéndices C - Caracteristicas morfolégicas das colénias de fungos
endofiticos isolados de frutos de murici no Projeto de Assentamento

Maringa.
TERCEIRA COLETA: 01/03/2016 PROJETO DE ASSENTAMENTO MARINGA
Formado  Aspectodo Pres./ Auséncia de
Isolados Cor da col6nia bordo micélio conidios Género
MU 91.1 Castanho-escuro Regular Granulosa Presente Aspergillus sp. 2
MU 92.1  Branco-esverdiado Irregular Ralo Presente Penicillium sp. 3
MU 93.1 Marrom-escuro Regular Cotonoso Presente Bipolares sp. 2
MU 93.2 Marrom-escuro Irregular Ralo Ausente X
MU 93.3 Castanho-escuro Regular Granulosa Presente Aspergillus sp. 2
MU 95.1 Marrom Regular Ralo Ausente X
MU 95.2  Branco-esverdiado Irregular Ralo Presente Penicillium sp. 3
MU 95.3 Bege-rosado Irregular Ralo Presente Fusarium sp. 6
MU 96.1 Cinza Regular Cotonoso Presente Botriodiplodia sp. 1
MU 97.2 Cinza Regular Cotonoso Presente Botriodiplodia sp. 1
MU 98.1 Cinza Regular Cotonoso Presente Botriodiplodia sp. 1
MU 100.2 Marrom Regular Ralo Ausente X
MU 102.1 Branco-lilas Regular Cotonoso Presente Verticillium sp. 1
MU 103.2 Cinza-claro Regular Cotonoso Presente Colletotrichum sp. 1
MU 104.1 Marrom Regular Ralo Ausente X
MU 104.2 Cinza Regular Cotonoso Presente Botriodiplodia sp. 1
MU 107.1 Castanho-escuro Regular Granulosa Presente Aspergillus sp. 2
MU 108.1 Verde Irregular Ralo Presente Aspergillus sp. 1
MU 109.1 Verde-lodo Irregular Ralo Ausente X
MU 109.2 Verde Irregular Ralo Presente Penicillium sp. 4
MU 110.1 Rosa Irregular Ralo Presente Fusarium sp. 7
MU 111.1 Bege-rosado Regular Cotonoso Presente Pestalotia sp. 2
MU 111.2 Bege Regular Ralo Presente Pestalotia sp. 3
MU 112.1 Cinza Regular Cotonoso Presente Botriodiplodia sp. 1
MU 113.1 Marrom Regular Ralo Ausente X
MU 114.1 Cinza Regular Cotonoso Presente Botriodiplodia sp. 1
MU 115.1 Verde Irregular Ralo Presente Penicillium sp. 4
MU 116.1 Amarelo-claro Regular Cotonoso Presente Fusarium sp. 4
MU 116.2 Bege-rosado Regular Cotonoso Presente Pestalotia sp. 2
MU 116.3  Branco-esverdiado Irregular Ralo Presente Penicillium sp. 3
MU 117.1 Cinza Regular Cotonoso Presente Botriodiplodia sp. 1
MU 117.3  Branco-esverdiado Irregular Ralo Presente Penicillium sp. 3
MU 119.1 Branco-esverdiado Irregular Ralo Presente Penicillium sp. 3
MU 120.1 Castanho-escuro Regular Granulosa Presente Aspergillus sp. 2
MU 121.1 Branco-esverdiado Irregular Ralo Presente Penicillium sp. 3
MU 122.1 Branco-esverdiado Irregular Ralo Presente Penicillium sp. 3
MU 123.1 Cinza Regular Cotonoso Presente Botriodiplodia sp. 1



MU 124.1
MU 126.1
MU 127.1
MU 127.2
MU 128.1
MU 129.1
MU 130.1
MU 131.1
MU 131.2
MU 132.1
MU 132.2
MU 133.1
MU 134.1
MU 135.1

Marrom-claro
Marrom-escuro
Marrom
Bege-rosado
Branco-esverdiado
Verde
Rosa-claro
Rosa-claro
Amarelo-claro
Verde
Bege
Amarelo
Bege-rosado
Marrom-escuro

Regular
Regular
Regular
Irregular
Irregular
Irregular
Regular
Regular
Regular
Irregular
Regular
Irregular
Regular
Regular

Cotonoso
Cotonoso
Ralo
Ralo
Ralo
Ralo
Cotonoso
Cotonoso
Ralo
Ralo
Ralo
Ralo
Cotonoso
Cotonoso

Presente
Presente
Ausente
Presente
Presente
Presente
Presente
Presente
Presente
Presente
Presente
Presente
Presente
Presente

Verticillium sp. 2
Bipolares sp. 2
X
Fusarium sp. 6
Penicillium sp. 3
Aspergillus sp. 1
Verticillium sp. 3
Verticillium sp. 3
Verticillium sp. 4
Aspergillus sp. 1
Pestalotia sp. 3
Penicillium sp. 2
Pestalotia sp. 2
Bipolares sp. 2

Fonte: CARDOSO, R. N. — IFTO (2017)



Apéndices D - Coordenadas geograficas dos pontos de coleta

LOCALIZAGAO DOS PONTOS DE COLETA

Ponto

Amostra

Coordenadas

P1

P2

P3

Al
A2
A3
Al
A2
A3
Al
A2

A3

S 05°43'03,4"/W 048°08' 48,9"
S05°43'0,3"/W 048°08' 49,0"
S05°43'05,6 "/ W 048°08' 49,5"
S05°30'47,2"/W 048°06'41,6 "
S 05°30'46,6"/W 048°06' 41,2"
S 05°30'46,9"/ W 048°06' 40,2"
S 05°29'44,5"/W 048°07' 08,5"
S05°29'43,4"/ W 048°07' 10,4"
S 05°29'43,5"/W 048°07' 12,1"

Fonte: CARDOSO, R. N. —IFTO (2017)



