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Resumo

Fungos endofiticos vivem no interior dos tecidos da planta hospedeira sem causar nenhum
sintoma aparente. A complexa relagcdo entre a microbiota e o hospedeiro depende de
fatores abidticos e bidticos, que determinam o tipo de relacéo estabelecida, resultando em
interacdes positivas, neutras ou negativas. Em relac6es positivas, endéfitos aumentam a
resisténcia da planta contra patdgenos, principalmente por meio da antibiose, umas das
estratégias de antagonismo mais empregadas por endofitos. Esse mecanismo de defesa,
esta vinculado a producdo de metabolitos secundarios, os quais sdo altamente requeridos
para fins biotecnoldgicos. As enzimas e as antraquinonas, por exemplo, sdo bioativos,
amplamente relacionadas a fungos filamentosos. S&o compostos que possuem preferéncia
na area industrial pois possuem maior estabilidade, menor custo de produgdo e melhor
relagdo quantidade/tempo. Desse modo, o objetivo desse trabalho foi determinar a
composi¢do da microbiota e a diversidade existente em plantas de guarana, e avaliar se
tais microrganismos sdo capazes de produzir metabdlitos secundarios e antagonizar o
principal patégeno da cultura. Os fungos foram isolados partir de folhas e sementes
saudaveis de genotipos suscetiveis (BRS300) e tolerantes (BRS871) a antracnose e
superbrotamento, localizadas nos municipios de Manaus e Maués, no estado do
Amazonas — Brasil. Isolados representantes de grupos morfoldgicos, foram identificados
por caracterizacdo morfologica, biologia molecular e perfil protedmico. Os endofitos
foram testados quanto: a atividade antagbnica in vitro contra o fitopatdgeno
Colletotrichum guaranicola, e a producéo de antraquinonas e enzimas —amilase, celulase,
pectinase, protease e lipase. A microbiota do guarana era composta por 26 géneros, como
Aspergillus, Bionectria, Clonostachs, Nigrospora, Phomopsis, Pestalotiopsis e
Talaromyces, anteriormente relacionados a bioprotecdo de plantas. Contudo a houve
maior predominancia de membros de Colletotrichum e Fusarium, relacionados ao
endofitismo de muitas plantas, mais também, patégenos de importantes culturas. A
diversidade foi maior no municipio de Manaus e no genotipo suscetivel, possivelmente
relacionado a melhor performance do hospedeiro. As antraquinonas foram produzidas por
diferentes isolados, fortemente vinculadas as espécies utilizadas no biocontrole efetivo de
patdgenos. As andlises enzimaticas revelaram endofitos promissores, especialmente a
espécies Fusarium concolor, Simplicillium lanosoniveum e Phomopsis phaseoli. O
antagonismo contra o Colletotrichum guaranicola resultou na obtencdo de isolados
fangicos capazes de inibir seu crescimento in vitro. Os resultados desse estudo arquitetam
a base para o inicio de novas pesquisas a partir dos diferentes compostos encontrados nos
microrganismos do guarana, representando uma fonte de bioativos para uso futuro nas
areas medicinal, agronémica e industrial. Além disso, o entendimento da estrutura da
comunidade endofitica bem como os fatores que influenciam sua diversidade servirdo
como base para estudos futuros que visam o incremento de produtividade e 0 manejo de
doencas na cultura do guarana.
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Resumen

Los hongos endofiticos viven en el interior de los tejidos de la planta hospedadora sin
causar ningun sintoma aparente. La compleja relacion entre la microbiota y el hospedador
depende de factores abidticos y bioticos, que determinan el tipo de relacion establecida,
resultando en interacciones positivas, neutras o negativas. En relaciones positivas, los
enddfitos aumentan la resistencia de la planta contra patdgenos, principalmente por medio
de la antibiosis, unas de las estratégias de antagonismo mas empleadas por endofitos. Este
mecanismo de defensa, esta vinculado a la produccion de metabolitos secundarios, los
cuales son altamente requeridos para fines biotecnologicos. Las enzimas y las
antraquinonas, por ejemplo, son bioactivas, ampliamente relacionadas con los hongos
filamentosos. Son compuestos que poseen preferencia en el area industrial pues poseen
mayor estabilidad, menor costo de produccion y mejor relacion cantidad / tiempo. De este
modo, el objetivo de este trabajo fue determinar la composicion de la microbiota y la
diversidad existente en las plantas de guarand, y evaluar si tales microorganismos son
capaces de producir metabolitos secundarios y antagonizar el principal patégeno de la
cultura. Los hongos fueron aislados de hojas y semillas sanos de genotipos susceptibles
(BRS300) vy tolerantes (BRS871) a antracnosis y superbrotamiento, localizadas en los
municipios de Manaus y Maueés, en el estado de Amazonas - Brasil. Aislados
representantes de grupos morfoldgicos, fueron identificados por caracterizacion
morfologica, biologia molecular y perfil protedmico. Los endéfitos se probaron como: la
actividad antagénica in vitro contra el fitopatdgeno Colletotrichum guaranicola, y la
produccion de antraquinonas y enzimas - amilasa, celulasa, pectinas, proteasa y lipasa.
La microbiota del guarand estaba compuesta por 26 géneros, como Aspergillus,
Bionectria, Clonostachs, Nigrospora, Phomopsis, Pestalotiopsis y Talaromyces,
anteriormente relacionados con la bioproteccion de plantas. Sin embargo, hubo mayor
predominio de miembros de Colletotrichum y Fusarium, relacionados con el endofitismo
de muchas plantas, mas también, patdgenos de importantes culturas. La diversidad fue
mayor en el municipio de Manaus y en el genotipo susceptible, posiblemente relacionado
con el mejor desempefio del hospedador. Las antraquinonas fueron producidas por
diferentes aislados, fuertemente vinculadas a las especies utilizadas en el biocontrol
efectivo de patdgenos. Los analisis enzimaticos revelaron endofitos prometedores,
especialmente las especies Fusarium concolor, Simplicillium lanosoniveum y Phomopsis
phaseoli. El antagonismo contra el Colletotrichum guaranicola resulté en la obtencion de
aislados fungicos capaces de inhibir su crecimiento in vitro. Los resultados de este estudio
plantean la base para el inicio de nuevas investigaciones a partir de los diferentes
compuestos encontrados en los microorganismos del guarand, representando una fuente
de bioactivos para uso futuro en las areas medicinal, agronémica e industrial. Ademas, el
entendimiento de la estructura de la comunidad endofitica asi como los factores que
influencian su diversidad serviran como base para estudios futuros que apunten al
incremento de productividad y el manejo de enfermedades en la cultura del guarana.
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1. Introducéo geral

O guarana (Paullinia cupana Kunth), espécie nativa da regido Amazénica, é
altamente cafeinado, com ampla e difundida utilizacdo nas areas farmacéuticas,
cosméticas, alimenticias e, principalmente, na industria de bebidas de refrigerantes
(MARQUES et al., 2018; SCHIMPL et al., 2013). A guaranaicultura tem importancia
econdmica e social no Brasil, principal produtor de guarand no mundo. O estado do
Amazonas € o terceiro maior produtor da cultura no pais, entretanto o aumento da
produtividade da espécie na regido é limitada pela alta incidéncia de doencas fangicas na
cultura, causadas por Colletotrichum guaranicola (antracnose) e Fusarium
decemcellulare (superbrotamento) (MARQUES et al., 2018; TRICAUD; PINTON; DOS
SANTOS PEREIRA, 2016).

O controle dos principais patdgenos do guaranazeiro tem sido realizado pelo
plantio de cultivares tolerantes e aplicacdo de fungicidas (ARAUJO et al., 2005).
Entretanto, outros meios podem ser empregados no manejo da doenca, como 0 uso de
fungos endofiticos, uma vez que a presenca de endofitos na planta antecede ao ataque de
invasores e permite a melhor defesa contra esses organismos. O aumento da resisténcia
da planta hospedeira ocorre por meio da ativacdo do sistema de defesa da planta e/ou
producdo de metabdlitos secundarios pelo endéfito (BUSBY; RIDOUT; NEWCOMBE,
2016; CARD etal., 2016; LATZ et al., 2018).

Contudo, a relacdo endéfito-planta € complexa, e depende do envolvimento de
fatores abidticos, bidticos, bem como dos genétipos do préprio endofito e do hospedeiro,
resultando em interagdes que incluem o mutualismo, comensalismo e parasitismo
(HARDOIM et al.,, 2015; PETRINI, 1991; ZAKARIA; AZIZ, 2018). Mudancas
fisioldgicas da planta, seja por seu estadio de maturidade ou se submetidas a alteracdes
nutricionais e ambientais, bem como interagdes com outros organismos, podem
desencadear a atividade patogénica de endéfitos quando o hospedeiro ndo é capaz de
limitar seu crescimento (DE SILVA et al., 2017; PHOTITA et al., 2004; PILLAI, 2017
ZAKARIA; AZIZ, 2018).

HURST (2017) esclarece, que indiretamente a planta seleciona microrganismos,
quando submetida ao estresse, e essa relagdo pode ser positiva ou negativa, resultando no
estabelecimento de microrganismos, que terminam por impactar a comunidade

microbiana e a fisiologia da planta.



Quando a relacdo planta-endofito é positiva, 0 antagonismo de patdgenos ocorre
por antibiose, competicdo ou micoparasitismo. A antibiose, producdo de metabolitos
secundarios, € uma das estratégias mais bem empregadas por endofitos, e pode ter acdo
antifngica, antibacteriana, inseticida, nematicida e antiviral (CHOWDHURY et al.,
2017; KHAN et al., 2018; LI et al., 2012; LIU et al., 2016). A secrecdo de compostos
possibilita 0 aumento da defesa do endofito, permitindo a competicdo por espaco e
nutrientes, e da resisténcia da planta, por meio do antagonismo direto ou indireto (LATZ
etal., 2018; LUGTENBERG; CARADUS; JOHNSON, 2016)

Além dos beneficios proporcionados ao hospedeiro, os diferentes bioativos séo de
grande valor e possuem diversos usos no meio biotecnoldgico, nas industrias alimenticias,
farmacéuticas, medicinais e téxtil. As enzimas microbianas, ganham preferéncia de uso
devido a facilidade de manipulacéo e estabilidade a condi¢des adversas (GOPINATH et
al., 2017; MUSZEWSKA et al., 2017). Como o uso de amilases e celulases, comumente
obtidas a partir dos fungos Aspergillus e Penicillium, os quais tém sua atividade
enziméatica otimizada para maior producdo das enzimas (WANG et al., 2016;
VAISHNAV et al. 2018).

Outros compostos secundarios produzidos por microrganismos, Sdo as
antraquinonas, recentemente associadas a diferentes fungos endofiticos, que possibilitou
a descoberta de novos compostos e sua utilizacdo para fins biotecnolégicos (GESSLER;
EGOROVA; BELOZERSKAYA, 2013; HE et al., 2017; KHAMTHONG et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2011). No entanto, nem sempre as antraquinonas sdo benéficas,
também classificadas como micotoxinas, podem ser altamente cancerigenas, se ingeridas
a partir de produtos contaminados. Portanto, a identificagdo de fungos micotdxicos é
importante afim de evitar futuros prejuizos (VARGA et al., 2011; VIEGAS et al., 2018).

Desse modo, estudos que abordam a composicdo da comunidade microbiana
associada as suas atividades biologicas sdo td0 importantes, pois permitem
esclarecimentos sobre a ecologia da planta e sua microbiota associada a fim de gerar
informacdes necessarias para que futuros esfor¢os sejam empregados com o propdsito de
melhorar a produgéo e manejo de doencas em plantas de elevado valor comercial como o
guaranazeiro. Além disso, 0os compostos secundarios produzidos por fungos, como
enzimas e antraquinonas, possuem elevada aplicabilidade para fins industriais,
possibilitando a descoberta de novas fontes produtoras de bioativos. Logo, o objetivo

desse estudo foi avaliar a composi¢éo e diversidade microbiana de fungos endofiticos do



guarana e elucidar se tais microrganismos séo capazes de realizar atividades bioldgicas

voltadas ao antagonismo e a producéo de metabolitos.
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Resumo

O guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis) é espécies vegetal nativa da Amazénia.
Destaca-se por apresentar propriedades medicinais e estimulantes, sendo o p6 do guarana o
principal produto exportado e responsavel por movimentar a economia em Maués, principal
produtor no estado do Amazonas. Atualmente o estado do Amazonas ocupa a 3 posi¢éo no rank
brasileiro de exportacdo, e dentre os fatores que limitam a expansao da cultura destacam-se a
ocorréncia de doencas de origem fungica como antracnose (Colletotrichum guaranicola) e
superbrotamento (Fusarium decemcellulare). Diversos estudos tém demonstrado a importancia
de fungos endofiticos associados a planta hospedeira no combate a fitopatégenos, herbivoria e
a estresses abidticos, além de serem um reservatorio de novas moléculas com potencial
biotecnoldgico. Assim, no presente estudo comparamos a distribuicdo e a diversidade de fungos
endofiticos associados as folhas e sementes de guaranazeiro, coletados em gendtipos resistentes
e suscetiveis a antracnose e superbrotamento, oriundas de Maués e Manaus. A diversidade de
fungos endofiticos encontrada foi maior na folha (7.441 individuos) que na semente (73
individuos), refletida em uma composicdo taxonémica dominante de membros do filo
Ascomycota (67%) e Basidiomycota (0,3%). A abundancia relativa dos tdxons encontrados
sugere uma estruturacdo das comunidades pelo gendtipo e localizacdo geografica. O gendtipo
suscetivel apresentou maior diversidade de fungos. A partir dos nossos resultados mais estudos
poderdo ser feitos para elucidar os mecanismos envolvidos na interagdo de microrganismos
associados ao guaranazeiro.

Palavras-chave: fungos filamentosos, composicdo taxon6mica, genétipo e localizacdo
geogréfica.



Abstract

Guarana (Paullinia cupana var. Sorbilis) is a plant species native to the Amazon. It stands out
for presenting medicinal and stimulating properties, being the guarana powder the main
exported product and responsible for moving the economy in Maués, the main producer in the
state of Amazonas. Currently, the state of Amazonas occupies the 3rd place in the Brazilian
export rank, and among the factors limiting the expansion of the culture, there are the
occurrence of fungal diseases such as anthracnose (Colletotrichum guaranicola) and Fusarium
decemcellulare. Several studies have demonstrated the importance of endophytic fungi
associated to the host plant in the fight against phytopathogens, herbivory and abiotic stresses,
besides being a reservoir of new molecules with biotechnological potential. Thus, in the present
study, we compared the distribution and diversity of endophytic fungi associated with guarana
leaves and seeds, collected in resistant and susceptible genotypes to anthracnose and
superbrushing, from Maués and Manaus. The diversity of endophytic fungi found was higher
in leaf (7,441 individuals) than in seed (73 individuals), reflected in a dominant taxonomic
composition of members of the phylum Ascomycota (67%) and Basidiomycota (0.3%). The
relative abundance of the taxa found suggests a structuring of the communities by genotype and
geographic location. The susceptible genotype presented greater diversity of fungi, among
them, suggesting that, in an indirect way, the endophytic microorganisms may contribute to the
resistance in guarand. From our results more studies could be done to elucidate the mechanisms
involved in the interaction of microorganisms associated with guarana.

Keywords: filamentous fungi, taxonomic composition, genotype and geographic location.



3. Introducéo

A floresta Amazonica € uma regido amplamente diversa e centro de origem do
guarané (Paullinia cupana), planta com distintas propriedades medicinais e estimulantes.
Tais propriedades contribuiram para o aumento da demanda pela producdo de suas
sementes, parte comercial, onde encontra-se elevada quantidade de cafeina e outros
taninos (HECKMAN; WEIL; DE MEJIA, 2010).

O cultivo de guarané teve inicio no estado do Amazonas, no municipio de Maués,
distante 250 km da capital do estado, Manaus. O plantio também foi incentivado durante
muitos anos em outros estados como Acre, Pard, Rondonia e Bahia. Na década de 1980,
Maués representava o pélo de producéo de guarana no Brasil, gerando significativa renda
por meio das industrias de bebidas, cosméticas e farmacéuticas (MARQUES et al., 2018).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), atualmente, as
plantacdes de guarand ocupam uma area de 15 mil hectares no Brasil, distribuidas
principalmente nos estados da Bahia (6.500 ha) e Amazonas (8.113 ha). O Amazonas
apesar de possuir maior area cultivada tem baixa producdo 501,507 ton.ha, a maior
producio é obtida da Bahia com 862,135 ton.ha! e Rondénia com 705,755 ton.ha™
(IBGE, 2018).

A limitacdo da cultura, entre outros fatores, estd relacionada principalmente a
incidéncia da antracnose (Colletotrichum guaranicola Albug.) e superbrotamento
(Fusarium decemcellulare Brick) (GARCIA; NASCIMENTO FILHO, 1999) que afetam
significativamente os plantios do Amazonas, onde o clima tropical, com temperatura e
pluviosidade média de 27 °C e 2.100 mm, respectivamente (CLIMATE-DATA, 2018),
favorecem o estabelecimento de uma enorme biodiversidade de microrganismos.

Recentes estudos tém demonstrado a importancia de microrganismos associados
a planta, dentre eles, os fungos endofiticos destacam-se por suas maltiplas interagdes com
seu hospedeiro e por serem um potencial reservatorio de novas moléculas e compostos
bioativos. Durante a interacdo mutualistica planta-fungo, os endéfitos auxiliam numa
melhor resposta de defesa do hospedeiro em situacGes de estresse abidtico e bidtico,
aumentando a aquisi¢do de nutrientes, tolerancia a seca, metais pesados e calor (BERG,
2015; HANEY et al., 2015; YANG; KLOEPPER; RYU, 2009). Além disso, diminuem
0s ataques por herbivoria e fitopatdgenos, por meio da ativacdo de vias metabolicas e
producdo direta de ativos metabdlicos que protegem a planta, favorecendo maior

producdo de biomassa vegetal. Em troca, as plantas fornecem nutrientes essenciais aos
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fungos endofiticos e produzem hormonios e aminoacidos especificos que modulam a
microbiota, recrutando grupos taxonémicos especificos (TOJU et al., 2014;
VANDENKOORNHUYSE et al., 2015).

No entanto, nem sempre a interacdo com endofitos resulta em efeitos positivos ao
hospedeiro. Tais organismos podem antagonizar fitopatdgenos, facilitar a doenca ou ter
efeito neutro (BUSBY; RIDOUT; NEWCOMBE, 2016; RAGHAVENDRA;
NEWCOMBE, 2013). Os efeitos positivos, neutros ou negativos, dependem do ambiente
e das diferentes combinac@es entre genotipos do hospedeiro e do endofito bem como das
interacOes com outros organismos (AHLHOLM et al., 2002; WALI et al., 2006).

O entendimento dos fatores que direcionam a microbiota do guaranazeiro é de
interesse, afim de elucidar como estes microrganismos se estruturam em nichos
especificos. Além disso, as interacfes simbioticas entre fungos endofiticos e o
guaranazeiro foram pouco exploradas (SIA et al., 2013; SILVA et al., 2018),
representando, uma fonte de novas informagdes que serdo uteis futuramente no
incremento de producdo e protecdo da cultura. Desse modo, objetivou-se identificar a
composicao taxondmica existente e comparar a diversidade de fungos cultivaveis entre

0s genotipos e localidades do guaranazeiro.
4. Material e métodos

4.1. Material vegetal

As folhas e os frutos saudaveis de guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis),
oriundos dos gendtipos suscetivel (BRS300) e tolerante (BRS871) a antracnose e ao
superbrotamento, foram coletados nos campos experimentais da Embrapa Amazénia
Ocidental localizada nos municipios de Manaus (MAO) e Maués (MBZ), no estado do
Amazonas — Brasil, no més de novembro, em 2014. A coleta foi realizada a partir de cinco
plantas de cada clone em cada local, totalizado 20 plantas oriundas de 4 amostras:
MAO300 (municipio Manaus e cultivar BRS300), MAO871 (Manaus e BRS871),
MBZ300 (Maués e BRS300) e MBZ871 (Maués e BRS871). O material vegetal foi
identificado, armazenado em sacos de papel e acondicionado em caixa com gelo para
transporte até o Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM).

10



4.2. Isolamento dos fungos endofiticos

Os fungos endofiticos de folhas foram isolados de acordo com o protocolo
proposto por Souza et. al. (2004). Amostras foliares de 5 cm foram submetidas a
desinfestacdo superficial (alcool 70% -1 min.; NaCl 2% - 1min.; alcool 70% - 30 seg. e
trés lavagens em agua destilada esterilizada). Para o controle da assepsia, 50 ul da agua
da ultima lavagem foram plaqueadas em meio de cultura BDA. Foram eliminadas as
bordas dos fragmentos desinfestados, obtendo amostras de 0,5 cm?, depositados em
placas de Petri com BDA (Batata Dextrose Agar) (Kasvi®), Sabouraud (Merck) e Czapek
(Difco™), acrescidos de Cloranfenicol 250 mg. L' (Amresco®). Em cada meio de cultura
foram depositados 100 fragmentos obtidos de uma unica planta, totalizando 300
fragmentos por planta.

Para o isolamento de fungos endofiticos de sementes, foram utilizadas 25
sementes de cada amostra, totalizando 100 sementes. Os frutos foram lavados em agua
corrente e o arilo removido, seguido de desinfestacdo superficial (alcool a 70% - 2 min.,
NaClO 3% - 5 min., &lcool 70% - 30 seg. e trés lavagens em &gua destilada esterilizada).
O controle da assepsia foi 0 mesmo descrito para as folhas. Foram depositadas cinco
sementes equidistantes, em placas com BDA acrescida de Cloranfenicol (250 mg. L™).
As placas foram mantidas em temperatura de 28 °C sem luz e ap06s 48 horas os fragmentos
de hifas foram transferidos para novas placas de Petri com BDA para individualizacdo
das colonias.

Os fungos endofiticos foram quantificados e separados em grupos morfol6gicos
com base nas caracteristicas das col6nias e estruturas reprodutivas (BARNETT; HUNTER,
1972; CARMICHAEL, 1980; PITT; HOCKING, 2009; SUTTON, 1980) Para manter a maior
uniformidade genética, foram obtidas culturas monoconidiais de representantes dos
grupos morfologicos (TAKASHIO 1974). Todos os isolados monoconidiais foram
preservados usando os métodos Castellani e depositados na Coleccion Chilena de
Cultivos Tipo (CCCT) localizada na Universidad de La Frontera em Temuco (Chile) em
2017.
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4.3. Biologia molecular

A extracdo de rDNA foi realizada a partir de culturas monospdricas com uma
semana de incubacéo a 28 °C, com kit de extracdo Wizard® Genomic DNA Purification
Kit Protocol. O DNA foi quantificado em gel de agarose 0,8% utilizando marcador de
peso molecular Lambda DNA (PROMEGA) de 50 ng, e os fragmentos foram
visualizados e fotodocumentados (Loccus Biotecnologia Molecular Imaging
Transilluminator). A razao 260/280 referente a qualidade e concentragdo do rDNA foram
obtidas em espectrofotdometro Nanodrop® 2000 (Thermo Fisher Scientific), e a
concentracio final ajustada para 30 ng.uL™L,

A amplificacdo do DNA genémico seguiu o protocolo do kit Ge Healthcare
lustra™ PureTag™ Ready-To-Go™ PCR beads. Os primers utilizados foram os
oligonucleotideos da Invitrogen™ ITS1 (5' TTCGTAGGTGAACCTGCGG 3') e ITS4
(5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3') (White et al., 1990) para estudo da regido ITS
(Internal Transcribed Spacer). A regido foi amplificada com uso dos reagentes do kit,
acrescidos de 2 pL. de DNA, 2 uL de cada primer e 21 uL de agua ultrapura para completar
o volume final da reacdo de 25 pL.

A PCR seguiu as seguintes condicdes: temperatura de desnaturacédo de 96 °C por
cinco minutos, seguido de 35 ciclos 94 °C por 30s, 50 °C por 30s, e 72 °C por 90s e
extensdo final de 72 °C por quatro minutos. A purificacdo dos produtos da PCR foi
realizada de acordo com o protocolo do kit PCR Illustra GFX 96.

Os fragmentos de DNA foram sequenciados nas dire¢des senso e antissenso por
eletroforese capilar em sequenciador automatico (ABI 3500). Os eletroferogramas
gerados foram editados com auxilio do programa SegAssem 2007/2008. As sequéncias
geradas foram comparadas com sequéncias de ITS depositadas no GenBank - National
Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov). As anélises filogenéticas
foram realizadas no programa MEGA v 6.1 (TAMURA et al. 2013) e editadas no
programa iTOL (LETUNIC e BORK, 2016).

4.4. Anélises da composicao e diversidade da microbiota

As analises de composi¢do taxondmica foram feitas utilizando a matriz de
Abundéancia Relativa (AR) de géneros, posteriormente agrupadas em OTUs (Unidade
Taxondmica Operacional). Os graficos com a composicéo taxonémica dos géneros foram
feitos utilizando os pacotes do R Phyloseq (MCMURDIE; HOLMES, 2013) e ggplot
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(WICKHAM, 2017). A proporc¢édo de OTUs Unicas e compartilhadas entre os genotipos
da planta, locais amostrados e meio de cultura, foi dada a partir de diagramas interativos
de Venn no Jveen (BARDOU et al., 2014).

As andlises de diversidade de fungos endofiticos foram calculadas pelo programa
RStudio versdo 1.1.463 implementado no Programa R versao 3.5.1 (R core Team, 2018),
utilizando a abundéncia relativa dos tdxons encontrados nas amostras. A diversidade alfa,
que analisa a diversidade dentro de cada amostra, foi estimada por genétipo (BRS300 e
BRS871) e origem geogréafica (Manaus e Maués), utilizando a série de Hill, que leva em
consideracdo o numero efetivo de géneros para calcular a riqueza (q = 0), diversidade
Shannon (q = 1) e diversidade Simpson (q = 2) no pacote INEXT (HSIEH; MA; CHAO,
2016).

5. Resultados

A quantidade de fungos endofiticos cultivaveis do guaranazeiro revelou um
grande numero de individuos associados as duas cultivares. Como resultados da coleta de
campo foram isolados 7.441 enddfitos a partir de folhas de guaranazeiro, e 74 de
sementes, distribuidos de acordo com a Tabela 1. Nos meios de cultura testados, 0 maior
namero de fungos foi obtido no meio Czapek (2.791 isolados), seguido do BDA (2.643)
e por ultimo Sabouraud (2.080).

Tabela 1. Namero de isolados de fungos endofiticos obtidos de plantas de guaranazeiro (Paullinia

cupana var. sorbilis), cultivares BRS300 e BRS871, coletados nos municipios de Manaus e Maués - AM,
Brasil.

Folhas
Cultivares
Local de coleta BRS300 BRS871
Manaus 1.533 1.947
Maués 2.721 1.240
Total 4.254 3.187
Sementes
Manaus 19 11
Maués 23 20
Total 43 31

5.1. Composi¢ao taxonébmica

A microbiota endofitica do guarana, revelou 67% (5.012) do total de fungos
inserido no filo Ascomycota, com membros das classes Sordariomycetes (55%),
Dothideomycetes (8%) e Eurotiomycetes (4%). O filo Basidiomycota representou 0,3%

(22) dos endofitos, com membros exclusivos na classe Agaricomycetes.
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As familias com maior abundéncia relativa (AR) foram Nectriaceae (17%),
Glomerellaceae (16%), Apiosporaceae (8%), Diaporthaceae (7%) e Botryosphaeriaceae
(7%). Dentro del5 familias estdo distribuidos 26 géneros, dispostos na figura 1. De modo
geral, a composicao taxonémica do guarana possuia duas OTUs dominantes, ou seja, com
elevado AR, Colletotrichum (16%) e Fusarium (15%). Outras 12 OTUs demonstraram
AR variando entre 1 a 7,8%, e foram consideradas como taxa frequentes, tipicas ou
comuns, perfazendo metade dos isolados de guarana (45,85%). As outras 14 OTUs
restantes, com AR < 1% foram consideradas raras. A obtencédo de fungos endofiticos raros
como, Daldinia, Hypoxylom, Lentinus, Neopestalotiopsis e Tinctopereullus sugere que 0s
procedimentos de isolamento e amostragem foram adequadamente empregados.

A distribuicdo dos géneros de acordo com 0s gendtipos da planta e os municipios
de coleta encontra-se na figura 1A. Nas folhas obtidas de MAO300 quatro OTUs
prevaleceram sobre as demais, Fusarium (9%), Guignardia (9%), Nigrospora (9%) e
Colletotrichum (8%). Em MBZ300 apenas Colletotrichum (25%) e Fusarium (29%),
formaram o grupo de individuos predominantes. No gen6tipo BRS871 oriundo de Maués
0s géneros Nigrospora (30%), Fusarium (14%), Bionectria (10%), Phomopsis (10%) e
Colletotrichum (8%) demonstraram maiores valores de AR. Um namero menor de OTUs
prevaleceu em MAQO871, apenas Colletotrichum (17%) e Guignardia (8%).

A comunidade endofitica foliar é composta 22 OTUs, onde 8 OTUs foram
encontradas em ambos o0s gendtipos e municipios, Bionectria, Colletotrichum,
Curvularia, Fusarium, Guignardia, Penicillium, Pestalotiopsis e Phomopsis. O maior
namero de OTUs unicas foi encontrado em MBZ300 (5) e MAO300 (2). Na amostra
MAO871 nenhuma OTU Unica foi observada e apenas uma OTU, Phyllosticta, foi
exclusivamente obtida de MBZ871 (Figura suplementar 1 A).

Em relacdo ao meio de cultura usado para o isolamento, no meio BDA foi
encontrado o maior numero de OTUs dnicas (Hypoxylon, Mycoleptodiscus,
Neopestalotiopsis, Phyllosticta, Pseudopestalotiopsis e Talaromyces). Os meios Czapek
e Sabouraud proporcionaram a obtencdo de duas OTUs Unicas (Peroneutypa e
Tinctoporellus) (Figura 1b). Trés OTUs (Colletotrichum, Fusarium e Penicillium) foram
obtidas das quatro amostras (MAO300, MAO871, MBZ300 e MBZ871) nos trés
diferentes meios de cultura utilizados. O maior nimero de OTUs Unicas foi isolado em
meio BDA no municipio de Maués (4), e no genotipo BRS300 (5) (Figura suplementar
2A e B).
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As sementes oriundas do genotipo MBZ300 estavam colonizadas peincipalmente
por Colletotrichum (22%), Clonostachs (17%), Fusarium (13%), Talaromyces (13%),
Bionectria (9%), Phomopsis (9%) e Simplicillium (9%). Em MAQO300, outro grupo
apresentou elevado AR, Fusarium (47%), Clonostachs (21%), Aspergillus (11%) e
Bionectria (11%). Na cultivar BRS871 as OTUs sobressalentes foram Fusarium (15%)
em MBZ871, e Cladosporium (19%) e Fusarium (10%) em MAQO871.

A comunidade microbiana de sementes possuia maior numero de OTUs Unicas
em Maués, nas amostras MBZ300 (3) e MBZ871 (2). Em Manaus, MAO300 e MAO871,
uma OTU foi exclusivamente obtida em cada amostra, Aspergillus e Cladosporium,
respectivamente. Apenas uma OTU (Fusarium) foi isolada em todos os gendtipos e
municipios estudados. Na cultivar suscetivel observou-se maior quantidade total de
OTUs, 9 e 6, presentes nas amostras MBZ300 e MAO300, respectivamente (Figura

suplementar 1B).

5.2. Anélises de Diversidade

A alfa diversidade gerada pelas curvas de rarefacédo utilizada na comparacéo entre
o0s 6rgdos vegetais, apontou a folha com maior riqueza (g = 0), ou seja, com maior nUmero
de géneros. O indice Shannon (g = 1) relacionado aos géneros Unicos e abundantes, e
Simpson (q = 2), sensivel somente aos géneros abundantes, apontaram as sementes com
maior homogeneidade. Estes resultados sdo suportados pelas curvas de extrapolacdo,
onde na semente ndo foi observado nenhum aumento de diversidade nos parametros q =
0,1,2 (Figura 3a). Entre os meios de cultura (Figura 3b), o BDA foi determinado com
maior riqueza (g = 0) quando comparado ao Czapek e Sabouraud. Entretanto, os
parametros g = 1 e 2 apontaram que o0s trés meios de cultura ndo diferem entre si. Entre
0s municipios, Maués possuia maior riqueza (q = 0). Ndo foram observadas diferencas
nos outros indices estudados (q = 1,2) (Figura 3c). As cultivares BRS300 e BRS871 se
difeririam em apenas uma medida, onde o gen6tipo BRS300 expressou maior nimero de
taxa (q = 0). Tais resultados, gerados pelas curvas de rarefacdo foram observados quando
0s gendtipos foram analisados em conjunto, ou seja, quando os gendtipos de folhas ndo
foram separados dos gendtipos de sementes (Figura 3d), entretanto, quando foram

analisados separadamente, os padrdes de diversidade mudaram (Figura 2c).
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Figura 2. Composi¢do taxondmica de folhas e sementes de guarana (Paullinia cupana var.
sorbilis) das cultivares suscetivel (BRS300) e tolerante (BRS871) oriundas dos municipios de Manaus
(MAO) e Maués (MBZ) AM - Brasil (a), Diagrama de Venn dos enddfitos foliares isolados nos meios de

cultura BDA, Czapek e Sabouraud (b), e Boxplot do indice de diversidade de Shannon (c).

Os dados gerados pelos indices de diversidade analisados por meio de BoxPlots

apontaram que, independentemente da localidade geografica e da origem do material

vegetal coletado, o gen6tipo BRS300 era o mais diverso (Figura 2c).

Nas folhas os indices de diversidade estabeleceram um padrdo, Shannon e

Simpson apontaram MAO como mais diversa. O indice de riqueza identificou MBZ com
maior numero de géneros. Nas sementes, dentro do gen6tipo BRS300, os indices de
Shanon e riqueza apontaram MAO com maior diversidade. Porém, dentro do genotipo
BRS871, a amostra MBZ demonstrou maior diversidade (Figura Suplementar 2 A e B).
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Figura 3. Curvas de rarefacdo e extrapolacdo de folhas e sementes (a), meios de cultura (b),
municipios de Manaus (MAO) e Maués (MBZ) (c) e das cultivares suscetivel (BRS300) e tolerante
(BRS871) (d), oriundas do guarana (Paullinia cupana var. sorbilis) AM - Brasil.

6. Discussao

Avaliamos a diversidade e a composicdo taxondmica de fungos endofiticos
obtidos de folhas e sementes de guaranazeiro oriundos de duas cultivares, ambas diferindo
quanto resisténcia/suscetibilidade a antracnose e ao superbrotamento, consideradas as
principais doengas desta cultura. Comparamos as cultivares dentro de uma escala
regional, que engloba as cidades de Manaus e Maués, sendo esta Ultima considerada o
centro de origem do guaranazeiro.

O isolamento nos meios de cultura utilizados, resultou na maior densidade de
fungos em Czapek e a maior diversidade em meio a base de batata BDA. Diferente dos
resultados encontrados por Sia et al. (2013). Os autores obtiveram melhores resultados
quanto & incidéncia e diversidade de enddfitos de guarana em Mandioca Dextrose Agar
(MDA) quando comparados ao meio BDA. Os meios de cultura relatados em nosso
estudo ndo diferiram nas medidas de diversidade consideradas mais confiaveis (q > 1)
(CHAO et al., 2014). Entretanto, o BDA proporcionou a obtencdo de 6 géneros

exclusivamente obtidos nesse meio de cultura. Além disso, esse meio é considerado

18



universal, rico em glicose, utilizada para o desenvolvimento da maioria dos fungos
filamentosos (ALFENAS; MAFIA, 2016)

6.1. Composicao taxonémica

A composicdo taxonémica do guarana é composta principalmente pelo filo
Ascomycota, que também prevalece em outras espécies vegetais (CARROLL, 1988;
RAJAMANIKYAM et al., 2017). As OTUs obtidas da folhas e sementes resultaram no
relato pela primeira vez de 11 géneros em comunidades endofiticas de P. cupana
(Clonostachs, Curvularia, Gloeostereum, Hypoxylon, Lentinus, Neopestalotiopsis,
Nigrospora, Peroneutypa, Phyllosticta, Simplicillium e Tinctoporellus), pois tratam-se de
nichos pouco explorados, onde provavelmente ha ocorréncia de espécies novas, ainda nao
relatadas na literatura. Estudos posteriores, com abordagem multilocus poderéo
comprovar essa hipotese.

A identificacdo dos tdxons revelou a associacdo entre hospedeiro e géneros com
funcBes ecoldgicas benéficas. Entre os 14 géneros com nimero de isolados acima de 100,
encontram-se taxons utilizados para controle bioldgico e promocéo de crescimento. Por
exemplo, Clonostachs rosea MpA e MpB e Bionectria sp. 6.21 relatados por Salamone,
Gundersen e Inglis, (2018) e Melo et al.,, (2014). Tais cepas possuem atividade
antagonista contra fitopatdgenos por meio de micoparasitismo e producéo de metabolitos
secundarios que auxiliaram na rompimento e degradacdo da parede celular. A estirpe
Penicillium simplicissimum GP17-2 foi relatado Hossain et al. (2007) com capacidade de
induzir o sistema de defesa da planta-hospedeira pela ativacdo de mudltiplos sinais
quimicos. O género Nigrospora, tipico no genotipo resistente, foi relatado por Srinon et
al. (2006) com a funcdo antagonista as cepas patogénicas de Fusarium oxysporum f.sp.
cucumerinum e F. oxysporum f.sp. lycopersici. A OTU Talaromyces, comumente
encontrada na cultivar suscetivel, foi estudada por Naraghi (2012). Os autores verificaram
que T. flavus TF-Po-V-50 promoveu desenvolvimento e aumento da biomassa das plantas
de algodéo e batata.

A microbiota do guaranazeiro é heterogénea, variando em distribuicdo e
abundancia dos géneros de acordo com o0s gendtipos e municipios. Em Maués, por
exemplo, os endodfitos dominantes da comunidade foliar do gendtipo resistente sdo
compostos por cinco membros, diferente do observado no mesmo gendtipo, em Manaus,
onde apenas dois membros sdo dominantes. Alem disso, apenas 7% (1 OTU), e 36% (8

OTUs) dos géneros foram obtidos de todas as amostras em sementes e folhas,
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respectivamente. Tais resultados sugerem que a estruturacdo da microbiota fungica de
organismos cultivaveis no guarand é direcionada tanto pela genética da planta hospedeira
bem como pela localizacdo geografica.

O guarand apresentou elevada dominancia de Colletotrichum e Fusarium,
conhecidos como organismos bem estabelecidos, com diferentes tipos de lifestyle. Ambos
tém sido amplamente associados ao endofistimo em diferentes plantas (PRUSKY et al.,
2013; CHANG et al., 2014; DE SILVA, 2017), mas também séo importantes patogenos
de uma ampla gama de hospedeiros, como pimenta, soja, alfafa e muitos outros (EKEN;
DEMIRCI, 2000; YANG, 2012; TOZZE et al. 2009).

Vaérios estudos, demosntram que géneros/espécies de fungos patogénicos ou
parasitas sdo encontrados como endofiticos. Nessa situacéo, os endéfitos sdo patdgenos
latentes que infectam a planta, e persistem em uma fase dormente sem causar sintomas
no hospedeiro (PETRINI, 1991). Os sintomas e sinais da doenca aparecem rapidamente
em resposta as mudancas fisioldgicas da planta, seja por seu estddio de maturidade ou
quando submetidas a altera¢Bes nutricionais e ambientais. O estresse abidtico ou biotico
pode desencadear a atividade patogénica de endofitos quando o hospedeiro ndo é capaz
de limitar seu crescimento (VERHOEFF, 1974; POTTHITA et al. 2004, DE SILVA et
al., 2017). Sugerindo que membros endofiticos de Colletotrichum e Fusarium poderiam
ser patdgenos latentes no guarana.

Nas folhas, ambos os géneros foram observados com elevada AR em Maués,
origem da dispersdo do guarana, e em BRS300, cultivar suscetivel a antracnose e ao
superbrotamento. Nas sementes, membros de Fusarium foram dominantes em todas as
amostras, independente do genétipo e localidade. Por outro lado, individuos de
Colletotrichum somente foram obtidos a partir de sementes de MBZ300. Sugerindo que
os enddfitos de Fusarium eventualmente sofrem transmissdo vertical no guarana.
Passando sucessivamente pelas geracdes e aumentando sua presenca na proxima geracao
de mudas (SHADE; JACQUES; BARRET, 2017; SHAHZAD et al., 2018). E os endofitos
de Colletotrichum sdo maiormente adquiridos via transmissdo horizontal. Por tanto,
influenciados pelo meio ambiente e localizacéo geografica.

Enddfitos de Colletotrichum e Fusarium estao estreitamente relacionados com 0s
patdgenos da antracnose e superbrotamento, e alguns membros podem ter passado por
modificagdes, relacionadas a pressdo ecoldgica sofrida com o estabelecimento de
monocultivos do guaranazeiro no Amazonas e condigdes climaticas favoraveis, como

umidade e temperatura extremamentes adequadas a multiplicacdo de microrganismos. O
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periodo em que todo processo de modificacdo enddfito-patdgeno ocorreu, ou seja, 0
produto do processo co-evolutivo, foi formada em um prazo geoldgico extremamente
curto, como demonstrado por SOUSA, (2004). O autor sugeriu uma recente domesticagédo
das populac6es de guarana e dispersdo oriunda de Maués, datada pouco mais de 600 anos
atrés.

O processo de domesticagdo, que implicou em cultivos monoclonais de guarana
partindo de Maues e estendendo-se pela regido Amazonica (MARQUES et al., 2018),
possivelmente, provocou uma “disbiose”, ou seja, um desequilibrio nas comunidades
microbianas, gerando a modificacdo de alguns membros a uma fase patogénica, com ja
observada nas espécies Colletotrichum magna (FREEMAN; RODRIGUEZ, 1993),
Fusarium graminearum (LOFGREN et al., 2018) e Lasiodiplodia sp. (SLIPPERS et al.,
2013).

Tais resultados sugerem que membros de Colletotrichum e Fusarium, poderiam
representar patdgenos latentes. Contudo a microbiota endofitica que compde o0 guarana
foi formada também por outros géneros como Aspergillus, Bionectria, Clonostachs,
Nigrospora, Phomopsis, Pestalotiopsis e Talaromyces, anteriormente relacionados a
bioprotecdo de plantas. Desse modo, estudos futuros poderiam verificar como esses
endofitos influenciam a planta, afim de elucidar os tipos de interacGes que ocorrem,
positivas, negativas ou neutras, e se tais interacdes podem ser manipuladas em favor do

aumento da producdo e protecdo do guarana.

6.2. Diversidade da comunidade microbiana

A diversidade entre as localidades geograficas, variou de acordo com o material
vegetal e gendtipos, possivelmente relacionada a quantidade mais robusta de fungos
amostrados nas folhas. Entretanto, a diversidade entre genoétipos, revelou o gendtipo
suscetivel com maiores indices, e ndo variou entre folhas e sementes, nem entre 0s
municipios estudados. Sugerindo que a diversidade microbiana do guarana é influenciada
tanto pelo gendtipo como pela localiazagéo geografica.

Nossos resultados sdo consistentes com estudos prévios, como o estudo de
CHRISTIAN et al. (2016), onde os autores demonstraram que mesmo em face de
pertubacdes como aplicagdo de fungicidas e presenca de pragas, os fatores mais
determinantes da comunidade endofitica de Ageratina altissima foram a localidade e a
cultivar. HOFFMAN e ARNOLD (2008) ao analisar a abundancia, diversidade,

composicao de espécies e afinidade relativa com o hospedeiro de duas espécies arboreas
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constaram que a comunidade de endofitos diferia em funcdo da localidade e espécie do
hospedeiro. Resultados similares foram observados na microbiota endofitica de Elymus
mollis, Ammophila arenaria e Ammophila breviligulata, diferindo da comunidade
microbiana do solo, que era influenciada estritamente por fatores ambientais, e nao pela
cultivar ou localizacdo (DAVID, SEABLOOM e MAY, 2015).

No presente estudo, o genotipo suscetivel e, de modo geral, 0 municipio de
Manaus, foram observados com maior diversidade. Resultados semelhantes foram
observados em sementes e raizes de guarana estudados por Silva et al. (2018). Os autores
relacionaram a riqueza do genotipo suscetivel com a vulnerabilidade do hospedeiro a
infecgBes microbianas. Também relataram maior diversidade em Manaus, correlacionada
a grande quantidade de in6culo que o plantio recebia por estar localizado préximo a uma
area urbana, diferente do cenario encontrado em Maués, localizado em uma area rural.

Os genotipos abordados nesse estudo possuem algumas caracteristicas
semelhantes. Ambos foram originalmente selecionados de progénies situadas no
municipio de Maués, com propagacéo clonal por enraizamento de estacas, produtividade
média anual de sementes (1,49 kg.planta™ e 1,55 kg.planta™®) e teores de cafeina similares
(3,92% e 4,04%) (DE ARRUDA et al., 2007; GARCIA; NASCIMENTO FILHO, 1999).
No entanto, se distinguem quanto a adaptacdo a condicGes diversas. Curiosamente, 0
genotipo suscetivel observado neste estudo com maior diversidade, foi relatado em outros
trabalhos com melhor enraizamento de estacas (DE ARRUDA et al., 2007), menor taxa
de mortalidade (ALBERTINO et al., 2012) e maior rendimento da producédo (kg/planta)
mesmo com o aumento da competicdo por nutrientes (planta/area®) (PLACIDO;
MOREIRA; MORAES, 2015).

Trabalhos mais recentes demonstram que a microbiota de plantas tem papel
fundamental na adaptacdo do hospedeiro. Devido a dindmica mudanca genética dos
microrganismos, que permite o ajustamento e a sobrevivéncia da planta providenciando
0 tempo necessario para a adaptacdo do hospedeiro a condi¢des adversas (ROSENBERG;
ZILBER-ROSENBERG, 2018). Tais estudos levantam o questionamento sobre
influéncia da comunidade microbiana no desempenho e adaptacdo entre os gendtipos
estudados. O melhor entendimento de como a variagdo genética do hospedeiro afeta a
comunidade microbiana associada a diferentes municipios devera ser recompensada em
futuros esforcos para incorporar a biologia dentro da ecologia evolucionaria e ciéncia da

agricultura.
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7. Conclusao

A microbiota do guarana é formada por 26 géneros de fungos endofiticos,
constituida primordialmente por Colletotrichum e Fusarium. A diversidade foi maior na
cultivar suscetivel BRS300 e no municipio de Manaus. Os principais direcionadores da
da composicdo da comunidade microbiana e diversidade no guaranazeiro sdo o genotipo
e a localizacdo geografica. Evidenciada pela diferenca de enddfitos dominantes nas
unidades amostrais, presenca da grande quantidade de OTUs exclusivamente encontradas
em determinadas amostras, e padrdes de diversidade.
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9. Material Suplementar

MAO300 J MBZ 871

Figura suplementar 1. Quantidade de isolados endofiticos obtidos de folhas A e sementes B
distribuidos nos gendtipos suscetivel BRS300 e resistente BRS871, oriundos dos municipios Manaus (Mao)

e Maués (MBZ) Amazonas- Brasil.
A B

Figura suplementar 2. Quantidade de isolados endofiticos de folhas de guarana Paullinia cupana
var. sorbilis em diferentes meios de culturas distribuidos nos genétipos suscetivel BRS300 e resistente

BRS871, nos municipios Manaus (Mao) e Maués (MBZ).
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Figura suplementar 3. indices de riqueza e Simpson demonstrando a diversidade em folhas e
sementes dos gendtipos BRS 300 e BRS871 oriundos dos municipios Manaus e Maués.
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Tabela suplementar 1. Identificacdo de fungos endofiticos de guarana (Paullinia cupana var. sorbilis) coletados de folhas e sementes originados dos genétipos
suscetivel BRS300 e resistente BRS871 a antracnose, localizados nos municipios de Manaus e Maués — Amazonas/ Brasil.

Cadigo Material Municipio Cultivar Género Cadigo Material Municipio  Cultivar Género

CCCT Vegetal CCCT Vegetal
CCCT 17.09 Folha Manaus  BRS300 Albonectria sp. CCCT 17.68 Folha Manaus BRS300 Fusarium sp.
CCCT 17.25 Folha Manaus BRS300 Albonectria sp. CCCT 17.117  Semente Maués BRS300 Fusarium sp.
CCCT 17.26 Folha Manaus BRS300 Albonectria sp. CCCT 17.32 Folha Maués BRS871 Fusarium sp.
CCCT 17.38 Folha Manaus  BRS300 Albonectria sp. CCCT 17.34 Folha Maués BRS871 Fusarium sp.
CCCT 17.84 Folha Manaus BRS300 Albonectria sp. CCCT 17.48 Folha Maués BRS871 Fusarium sp.
CCCT 17.126 Semente Manaus  BRS300 Albonectria sp. CCCT 17.47 Folha Maués BRS871 Fusarium sp.
CCCT 17.130 Semente Manaus  BRS300 Albonectria sp. CCCT 17.78 Folha Maués BRS871 Fusarium sp.
CCCT 17.125 Semente Maués BRS300 Albonectria sp. CCCT 17.85 Folha Manaus BRS871 Fusarium sp.
CCCT 17.97 Folha Maués BRS300 Aspergillus sp. CCCT 17.86 Folha Maués BRS871 Fusarium sp.
CCCT 17.139 Semente Manaus BRS300 Aspergillus sp. CCCT 17.123  Semente Manaus BRS300 Fusarium sp.
CCCT 17.87 Folha Maués BRS300 Aspergillus sp. CCCT 17.108  Semente Maués BRS871 Gloeostereum sp.
CCCT 17.55 Folha Maués BRS871 Aspergillus sp. CCCT 17.30 Folha Maués BRS300 Hypoxylon sp.
CCCT 17.70 Folha Maués BRS871 Aspergillus sp. CCCT 17.33 Folha Maués BRS871 Lasiodiplodia sp.
CCCT 17.95 Folha Maués BRS300 Aspergillus sp. CCCT 17.91 Folha Maués BRS300 Lasiodiplodia sp.
CCCT 17.50 Folha Manaus BRS300 Aspergillus sp. CCCT 17.93 Folha Maués BRS871 Lasiodiplodia sp.
CCCT 17.61 Folha Maués BRS871 Bionectria sp. CCCT 17.74 Folha Manaus BRS300 Lasiodiplodia sp.
CCCT 17.71 Folha Manaus  BRS300 Bionectria sp. CCCT 17.106  Semente Maués BRS871 Lentinus sp.
CCCT 17.98 Folha Maués BRS871 Bionectria sp. CCCT 17.24 Folha Manaus BRS300 Mycoleptodiscus sp.
CCCT 17.52 Folha Manaus BRS871 Bionectria sp. CCCT 17.99 Folha Maués BRS300 Neopestalotiopsis sp.
CCCT 17.60 Folha Maués BRS871 Bionectria sp. CCCT 17.17 Folha Manaus BRS871 NI
CCCT 17.102 Semente Maués BRS300 Bionectria sp. CCCT 17.92 Folha Manaus BRS300 NI
CCCT 17.60 Folha Maués BRS871 Bionectria sp. CCCT 17.64 Folha Manaus BRS300 Nigrospora sp.
CCCT 17.102 Semente Maués BRS300 Bionectria sp. CCCT 17.65 Folha Maués BRS871 Nigrospora sp.
CCCT 17.35 Folha Manaus BRS300 Bionectria sp. CCCT 17.16 Folha Manaus BRS300 Nigrospora sp.



Continuagdo

CCCT 17.133 Semente Manaus  BRS871 Cladosporium sp. CCCT 17.57 Folha Manaus BRS300 Nigrospora sp.
CCCT 17.20 Folha Maués BRS871 Clonostachs sp. CCCT 17.62 Folha Maués BRS871 Nigrospora sp.
CCCT 17.45 Folha Manaus BRS300 Clonostachs sp. CCCT 17.90 Folha Maués BRS300 Nigrospora sp.
CCCT 17.127 Semente Maués BRS300 Clonostachs sp. CCCT 17.08 Folha Manaus BRS300 Nigrospora sp.
CCCT 17.132 Semente Manaus BRS300 Clonostachs sp. CCCT 17.44 Folha Manaus BRS300 Nigrospora sp.
CCCT 17.135 Semente Manaus BRS300 Clonostachs sp. CCCT 17.63 Folha Maués BRS871 Nigrospora sp.
CCCT 17.137 Semente Manaus  BRS300 Clonostachs sp. CCCT 17.06 Folha Maués BRS871 Penicillium sp.
CCCT 17.138 Semente Maués BRS300 Clonostachs sp. CCCT 17.28 Folha Maués BRS300 Penicillium sp.
CCCT 17.31 Folha Maués BRS300 Colletotrichum sp. CCCT 17.59 Folha Maués BRS871 Penicillium sp.
CCCT 17.80 Folha Maués BRS300 Colletotrichum sp. CCCT 17.69 Folha Manaus BRS300 Penicillium sp.
CCCT 17.81 Folha Manaus BRS871 Colletotrichum sp. CCCT 17.88 Folha Manaus BRS300 Penicillium sp.
CCCT 17.79 Folha Maués BRS300 Colletotrichum sp. CCCT 17.89 Folha Maués BRS300 Penicillium sp.
CCCT 17.83 Folha Manaus BRS300 Colletotrichum sp. CCCT 17.96 Folha Manaus BRS871 Penicillium sp.
CCCT 17.121 Semente Maués BRS300 Colletotrichum sp. CCCT 17.18 Folha Maués BRS871 Penicillium sp.
CCCT 17.122 Semente Maués BRS300 Colletotrichum sp. CCCT 17.82 Folha Manaus BRS300 Peroneutypa sp.
CCCT 17.23 Folha Maués BRS871 Curvularia sp. CCCT 17.07 Folha Manaus BRS871 Pestalotiopsis sp.
CCCT 17.73 Folha Manaus  BRS871 Curvularia sp. CCCT 17.14 Folha Manaus BRS300 Pestalotiopsis sp.
CCCT 17.11 Folha Maués BRS300 Curvularia sp. CCCT 17.54 Folha Maués BRS871 Pestalotiopsis sp.
CCCT 17.12 Folha Maués BRS300 Curvularia sp. CCCT 17.103  Semente Maués BRS300 Pestalotiopsis sp.
CCCT 17.77 Folha Manaus  BRS871 Curvularia sp. CCCT 17.107  Semente Maués BRS871 Pestalotiopsis sp.
CCCT 17.15 Folha Maués BRS300 Daldinia sp. CCCT 17.37 Folha Manaus BRS300 Phomopsis sp.
CCCT 17.51 Folha Maués BRS300 Daldinia sp. CCCT 17.40 Folha Manaus BRS300 Phomopsis sp.
CCCT 17.72 Folha Manaus  BRS871 Daldinia sp. CCCT 17.41 Folha Maués BRS300 Phomopsis sp.
CCCT 17.194 Folha Manaus BRS871 Diaporthe sp. CCCT 17.46 Folha Maués BRS871 Phomopsis sp.
CCCT 17.36 Folha Manaus  BRS300 Diaporthe sp. CCCT 17.49 Folha Manaus BRS300 Phomopsis sp.
CCCT 17.21 Folha Manaus  BRS871 Diaporthe sp. CCCT 17.67 Folha Manaus BRS871 Phomopsis sp.
CCCT 17.39 Folha Manaus BRS300 Diaporthe sp. CCCT 17.94 Folha Maués BRS300 Phomopsis/ Diaporthe
CCCT 17.56 Folha Maués BRS871 Diaporthe sp. CCCT 17.75 Folha Manaus BRS300 Phomopsis/ Diaporthe
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Continuagdo

CCCT 17.58
CCCT 17.19
CCCT 17.29
CCCT 17.42
CCCT 17.43
CCCT 17.53
CCCT 17.66
CCCT 17.76
CCCT 17.109
CCCT 17.111
CCCT 17.112
CCCT 17.113
CCCT 17.114
CCCT 17.116
CCCT 17.120
CCCT 17.13

Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Semente
Semente
Semente
Semente
Semente
Semente
Semente
Folha

Maués
Maués
Maués
Maués
Maués
Maués
Manaus
Maués
Manaus
Manaus
Manaus
Manaus
Manaus
Maués
Maués
Maués

BRS871
BRS300
BRS300
BRS300
BRS300
BRS871
BRS300
BRS871
BRS871
BRS300
BRS300
BRS300
BRS300
BRS300
BRS871
BRS300

Diaporthe sp.
Fusarium sp.
Fusarium sp.
Fusarium sp.
Fusarium sp.
Fusarium sp.
Fusarium sp.
Fusarium sp.
Fusarium sp.
Fusarium sp.
Fusarium sp.
Fusarium sp.
Fusarium sp.
Fusarium sp.
Fusarium sp.
Fusarium sp.

CCCT 17.124
CCCT 17.129
CCCT 17.131
CCCT 17.134
CCCT 17.27
CCCT 17.104
CCCT 17.105
CCCT 17.110
CCCT 17.100
CCCT 17.101
CCCT 17.118
CCCT 17.22
CCCT 17.140
CCCT 17.141
CCCT 17.142
CCCT 17.10

Semente
Semente
Semente
Semente
Folha
Semente
Semente
Semente
Folha
Semente
Semente
Folha
Semente
Semente
Semente
Folha

Maués
Maués
Manaus
Manaus
Manaus
Maués
Maués
Manaus
Maués
Maués
Maués
Maués
Maués
Maués
Manaus
Maués

BRS300
BRS300
BRS300
BRS871
BRS871
BRS871
BRS871
BRS871
BRS300
BRS300
BRS300
BRS300
BRS300
BRS300
BRS300
BRS300

Phomopsis/ Diaporthe
Phomopsis/ Diaporthe
Phomopsis/ Diaporthe
Phomopsis/ Diaporthe

Phyllosticta/ Guignardia

Polyporales*
Polyporales*
Polyporales*

Pseudopestalotiopsis sp.

Simplicillium sp.
Simplicillium sp.
Talaromyces sp.
Talaromyces sp.
Talaromyces sp.
Talaromyces sp.
Tinctoporellus sp.

NI — Nao identificado, * Identificado ao nivel de Ordem
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Tabela suplementar 2. Distribuicdo e quantificacdo da composicdo taxondmica de fungos endofiticos de guarana (Paullinia cupana var. sorbilis) coletados de folhas
e sementes originados dos gendtipos suscetivel BRS300 e resistente BRS871 a antracnose, localizados nos municipios de Manaus e Maués.

Municipios
Gendtipos Manaus Mausés
BRS 300 BRS 871 Total BRS 300 BRS 871 Total Total Geral
FOLHA 1533 1947 3480 2721 1240 3961 7441
Ascomycota 1009 982 1991 1926 1032 2958 4949
Amphisphaeriales 81 7 88 7 1 8 96
Pestalotiopsidaceae 81 7 88 7 1 8 96
Neopestalotiopsis 2 2 2
Pestalotiopsis 81 7 88 3 1 4 92
Pseudopestalotiopsis 2 2 2
Botryosphaeriales 155 159 314 90 13 103 417
Botryosphaeriaceae 155 159 314 90 13 103 417
Guignardia 141 157 298 4 4 8 306
Lasiodiplodia 14 14 86 9 95 109
Phyllosticta 2 2 2
Diaporthales 147 109 256 52 175 227 483
Diaporthaceae 147 109 256 52 175 227 483
Diaporthe 60 29 89 51 51 140
Phomopsis 87 80 167 52 124 176 343
Eurotiales 129 69 198 30 63 93 291
Trichocomaceae 129 69 198 30 63 93 291
Aspergillus 94 94 15 4 19 113
Penicillium 35 69 104 14 59 73 177
Talaromyces 1 1 1
Glomerellales 103 332 435 673 105 778 1213
Glomerellaceae 103 332 435 673 105 778 1213
Colletotrichum 103 332 435 673 105 778 1213
Hypocreales 264 138 402 841 297 1138 1540

Bionectriaceae 41 75 116 51 129 180 296



Continuagdo

Bionectria 22 34 56 51 127 178 234
Clonostachs 19 41 60 2 2 62
Nectriaceae 223 63 286 790 168 958 1244
Albonectria 83 42 125 4 4 129
Fusarium 140 21 161 786 168 954 1115
Magnaporthales 1 1 1
Magnaporthaceae 1 1 1
Mycoleptodiscus 1 1 1
Pleosporales 3 73 76 85 2 87 163
Pleosporaceae 3 73 76 85 2 87 163
Curvularia 3 73 76 85 2 87 163
Xylariales 126 95 221 148 376 524 745
Apiosporaceae 124 124 92 376 468 592
Nigrospora 124 124 92 376 468 592
Diatrypaceae 2 2 2
Peroneutypa 2 2 2
Hypoxylaceae 95 95 56 56 151
Daldinia 95 95 12 12 107
Hypoxylon 44 44 44
Basidiomycota 17 17 17
Polyporales 17 17 17
Polyporaceae 17 17 17
Tinctoporellus 17 17 17
N&o Identificado 524 965 1489 778 208 986 2475
SEMENTE 19 11 30 23 20 43 73
Ascomycota 19 10 29 23 4 27 56
Amphisphaeriales 1 1 2 2
Pestalotiopsidaceae 1 1 2 2
Pestalotiopsis 1 1 2 2
Capnodiales 6 6 6
Cladosporiaceae 6 6 6
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Resumo

Fungos endofiticos sdo proliferos produtores de bioativos e representam uma fonte para
descoberta de novas substancias, empregadas para diferentes fins industriais, nos setores
alimenticio, téxtil, medicinal, etc. Além disso, a secre¢do de compostos secundarios tem sido
exitosamente utilizada na inibicdo de bactérias e fungos fitopatogénicos, quando aplicados
empregadas por organismos considerados agentes de controle biolégico. Desse modo, este
trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de endofitos obtidos do guarana (Paullinia
cupana var sorbilis) quanto a producdo de antraquinonas e enzimas, e determinar a capacidade
antagbnica contra o patdégeno Colletotrichum guaranicola. Os fungos foram identificados por
meio de analises macro- e micromorfoldgica, dados moleculares e MALDI-TOF. As atividades
biolégicas foram testadas com substratos especificos para avaliagdo de enzimas e
antraquinonas. O método de cultura pareada foi adotado para inspecdo da capacidade
antagonica dos isolados endofiticos. A identificacdo polifasica resultou na nomeacéo a nivel de
espécie de 108 isolados, distribuidos em 26 géneros e 35 espécies. As antraquinonas foram
produzidas por varias espécies, como Albonectria rigidiuscula, Clonostachs rosea,
Colletotrichum gigasporium, Fusarium solani, Nigrospora oryzae, Penicillium citrinum,
Pestalotiopsis microspora e Simplicillium lanosoniveum. Todas as espécies fungicas abordadas
nesse estudo foram capazes de produzir pelo uma das enzimas testadas, com énfase especial a
Fusarium concolor, Simplicillium lanosoniveum e Phomopsis phaseoli, melhores produtores de
celulase, protease e amilase, respectivamente. O antagonismo por meio de antibiose foi
observado principalmente por enddéfitos obtidos de folhas, maiormente oriundos do genétipo
suscetivel a antracnose BRS300. De 138 endofitos testados, 14 isolados fungicos, foram
capazes de causar deplecao do patdgeno, especialmente membros de P. citrinum e F. concolor
demonstraram habilidade de inibir o patdgeno in vitro. Os resultados desse estudo sdo a base
para 0 inicio de novas pesquisas a partir dos diferentes compostos encontrados nos
microrganismos do guarand, proliferos produtores de bioativos, representando uma nova fonte
de substancias para uso futuro nas areas medicinal, agrondmica e industrial.

Palavras-chave: antraquinonas, enzimas, antagonismo.
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Abstract

Endophytic fungi are prolific bioactive producers and represent a source for the discovery
of new substances, used for different industrial purposes, in the food, textile and medical
sectors. In addition, the secretion of secondary compounds are successfully used in the
inhibition of phytopathogenic bacteria and fungi when applied by organisms considered
as biological control agents. The objective of this work was to evaluate the capacity of
endophytes obtained from guarana (Paullinia cupana var sorbilis) for the production of
anthraquinones and enzymes, and to determine the antagonistic capacity against the
pathogen Colletotrichum guaranicola. The fungi were identified by means of macro- and
micromorphological analyzes, molecular data and MALDI-TOF. The biological activities
were tested with specific substrates to evaluate enzymes and anthraquinones. The paired
culture method was adopted to inspect the antagonistic capacity of the endophytic
isolates. The polyphase identification resulted in the species-level naming of 108 isolates,
distributed in 26 genera and 35 species. Anthraquinones were produced by several
species, such as Albonectria rigidiuscula, Clonostachs rosea, Colletotrichum
gigasporium, Fusarium solani, Nigrospora oryzae, Penicillium citrinum, Pestalotiopsis
microspora and Simplicillium lanosoniveum. All the fungi species studied in this study
were able to produce by one of the enzymes tested, with special emphasis on Fusarium
concolor, Simplicillium lanosoniveum and Phomopsis phaseoli, the best producers of
cellulase, protease and amylase, respectively. Antibiotic antagonism was observed mainly
by endophytes obtained from leaves, mostly from the BRS300 anthracnose susceptible
genotype. Of 138 endophytes tested, 14 fungal isolates were able to cause depletion of
the pathogen, especially members of P. citrinum and F. concolor demonstrated an ability
to inhibit the pathogen in vitro. The results of this study are the basis for the beginning of
new research from the different compounds found in guarana microorganisms, prolific
bioactive producers, representing a new source for future use in the medicinal, agronomic
and industrial areas.

Keywords: anthraquinones, enzymes, antagonism.
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10. Introducéo

Os fungos endofiticos sdo capazes de sobreviver em varios habitats, adaptando-se
a diferentes mudancgas ambientais. Sua estratégia ecoldgica esta relacionada a secrecdo
de metabdlitos secundarios, que pode aumentar a resisténcia da planta hospedeira contra
adversidades (MUSZEWSKA et al., 2017). Esses compostos, sdo estruturas unicas,
inseridas em madaltiplos grupos quimicos, como quinonas, alcaloides, enzimas,

terpenoides, flavonoides e esteroides (CARD et al., 2016).

Quinonas sdo constituidas por um amplo conjunto de dicetonas ciclicas, onde
estdo inseridas as antraquinonas, o maior grupo de compostos naturais quinélicos
encontrados em liquens, plantas e fungos. As antraquinonas flngicas conferem
pigmentacdo amarela, laranja e marrom aos micélios e basidiomas. S&o aplicadas em
microeletrénicos como condutores e na industria téxtil, para pigmentacdo de fibras
naturais e sintéticas (GESSLER; EGOROVA; BELOZERSKAYA, 2013).

Dentro do grupo das antraquinonas, destacam-se as aflatoxinas (AFs), devido aos
efeitos deletérios causados a seres humanos e animais (BLOUNT, 1961,
SEYEDMOUSAVI et al., 2015) e as esterigmatocistinas (ST), por serem importantes
micotoxinas com atividade imunotdxica e imunomoduladora (VIEGAS et al., 2018).
Ambas sdo comumente associadas as espécies de Aspergillus, e ameacam a seguranca
alimentar global devido a contaminacdo de inimeros alimentos (ALSHANNAQ); YU,
2017).

Entretanto, as antraquinonas flngicas ndo exibem somente efeitos deletérios, mas
também possuem propriedades antimicrobianas, inseticidas, nematicidas, citotoxicas e
antivirais. Membros dos géneros Fusarium, Penicillium e Phomopsis, por exemplo, séo
excelentes produtores desse composto, capazes de exercer o biocontrole de bactérias e
fungos patogénicos (FATEMA et al, 2018; GESSLER; EGOROVA;
BELOZERSKAYA, 2013).

O uso de microrganismos como agentes de controle bioldgico (BCA) testados em
laboratorio, frequentemente perdem sua capacidade de limitar a doenga quando em
condicGes de campo, sobretudo devido a influéncia dos fatores ambientais (CARD et al.,
2016). Avancos nesse ambito, demonstraram que o genoma do hospedeiro interage com
0 BCA, onde a planta juntamente com sua microbiota associada, agem como uma unidade
de selecdo em evolucdo (ROSENBERG; ZILBER-ROSENBERG, 2018). Desse modo, a
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utilizacdo de endofitos adaptados ao hospedeiro, pode minimizar algumas das restri¢cées
enfrentadas pelos BCAs tradicionais (CARD et al., 2016; LATZ et al., 2018 ).

As estratégias de microrganismos antagdnicos incluem antibiose, competicéo,
inducdo de resisténcia e micoparasitismo. Fungos endofiticos tem a antibiose, secrecéo
de bioativos, como estratégia antagénica mais bem-sucedida, pois estdo inseridos no
interior dos tecidos do hospedeiro sem nenhum ou pouco contato com o patégeno (CARD
et al., 2016). Antagonizando indiretamente, por meio da sinalizacdo quimica e ativacao
de defesas da planta, ou diretamente, por meio da secrecdo de compostos de baixo peso
molecular que podem agir diretamente contra o invasor ou ser transloucados pela planta
até o sitio de infeccdo, atingindo herbivoros, bactérias ou fungos (LATZ et al., 2018).

O éxito no uso de endofitos estd associado a ampla capacidade desses organismos
em produzir compostos antimicrobianos, como enzimas hidroliticas (MOUSA;
RAIZADA, 2016; MOUSA; SCHWAN; RAIZADA, 2016), que permitem a degradacao
de macromoléculas, utilizadas para seu desenvolvimento. Como amilases e celulases,
utilizadas para conversédo de nutrientes em fontes de energia para esporulagéo e lise de
polissacarideos presentes na parede celular vegetal afim de facilitar sua entrada na planta
(GOPINATH et al., 2017; MUSZEWSKA et al., 2017).

As enzimas microbianas sdo altamente requisitadas pelas industrias alimenticias,
farmacéuticas, medicinais, cosméticas e téxtil. A produgdo de enzimas por
microrganismos € favorecida, devido a facilidade da manipulacdo de expressao
enzimatica em microbios recombinantes, estabilidade a condi¢Bes extremas, baixo custo
de producdo em curto periodo de tempo, e isolamento de grande quantidade do composto
(GOPINATH et al., 2017; MUSZEWSKA et al., 2017).

Os fungos endofiticos tém sido amplamente reportados na literatura como
proliferos produtores de metabdlitos secundarios, largamente empregados no controle
bioldgico e setor biotecnoldgico para diferentes fins industriais (MOUSA; RAIZADA,
2016; MOUSA; SCHWAN; RAIZADA, 2016; GOPINATH et al., 2017; FATEMA et al.,
2018). Desse modo, este trabalho teve como objetivo avaliar se endéfitos do guaranazeiro

produzem antragquinonas e enzimas, e antagonizam Colletotrichum guaranicola.
11. Material e Métodos

Nesse estudo, utilizou-se 134 fungos, obtidos de folhas e sementes saudaveis
coletadas a partir dos genotipos suscetivel (BRS300) e tolerante (BRS871) a antracnose

e ao superbrotamento, oriundas dos campos experimentais da Embrapa Amazo6nia
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Ocidental localizada nos municipios de Manaus (MAO) e Maués (MBZ), no estado do
Amazonas — Brasil. Os métodos de isolamento, caracterizacdo morfoldgica preliminar e

identificacdo molecular da regido ITS foram descritos anteriormente no capitulo 1.
11.1. Caracterizacdo morfoldgica

A analise macro- e micromorfoldgica dos endofitos foi realizada em meios
especificos previamente descritos na literatura para cada género. A morfologia
de Aspergillus foi observadaem meio Malte Extrato Agar (MEA) a25 °C/ 7 dias
e Czapek Agar Autolisado de Levedura (CYA) a 25 °C e a 37 °C, ambos avaliados ap6s
7 dias (DA SILVA et al., 2015). A macro e micromorfologia de Talaromyces foi
determinada em CYA e MEA, respectivamente, ambos a 25 °C/ 7 dias no escuro
(YILMAZ et al., 2012). Os géneros Fusarium e Clonostachs foram caracterizados de
acordo com Leslie e Summerell (2007) e Moreira et al. (2016). Amacro e
micromorfologia de ambos o0s géneros foram avaliadas em meio de cultura BDA e
Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA) & 25°C/ 7 dias e & 25 °C por 7-20 dias no escuro,
respectivamente.

Todos os outros géneros foram cultivados em meio BDA a 25 °C sem
fotoperiodo. A macromorfologia foi determinada apds 7 dias, pela coloracdo
(MUNSELL COLOR, 1975) e diametro da colonia. A frente e o reverso das col6nias
foram fotodocumentadas com camera Nikon Coolpix P510. A micromorfologia, apés 15
a 30 dias, foi observada, mensurada e fotografada usando a cdmera Axiocam ERc5s
(Carl Zeiss Microscopy) acoplada ao microscopio optico de luz (Primo Star, Carl Zeiss)
e processadas pelo Zen Imaging Software versdao Zen 2012 (blue edition) Service Pack
1.

11.2. Biologia molecular

A extragdo, amplificacdo da regido ITS, purificacdo da PCR e sequenciamento
foram descritas no capitulo anterior. As regides génicas amplificadas foram B-tubulina
BT2 Fw (5’-AAC ATG CGT GAG ATT GTA AGT-3"), BT2 (5°-ACC CTC AGT GTA
GTG ACC CTT GGC-3”) (GLASS; DONALDSON, 1995), calmodulina CAL-228F
(GAGTTC AAG GAG GCCTTC TCC C-3”), CAL-737R (5>-CAT CTT TCT GGC CAT
CAT GG-3’), regido D1/D2 NL-1 m (5’-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG-
3’), NL-4 m (5’-GGT CCG TGT TTC AAG ACG-3’) (O’DONNELL, 1993) e fator de
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elongagio 1-o EF1-728F (5°-CAT CGA GAA GTT CGA GAA GG-3") e EF1-986R (5°-
TAC TTG AAG GAA CCT TAC C-3’) (CARBONE; KOHN, 1999).

11.3. Espectrometria de massa por MALDI-TOF

Os perfis proteicos em MALDI-TOF foram analisados na Unidade de Protedmica
do Scientific and Technological Bioresource Nucleus BIOREN-UFRO, da Universidade
de La Frontera (UFRO), localizada no Chile (Temuco) de acordo com Silva et al. (2015).

11.4. Antraquinonas

Os enddfitos foram inoculados em meio solido Yeast Extract Sucrose YES (20g
de extrato de levedura (Difco), 200g sucrose, 20g agar e 1000ml de &4gua) e incubados a
25 °C/ 7dias sem fotoperiodo. A avaliagdo foi realizada por vapor de amdnia, para isso as
placas foram colocadas de cabeca para baixo e uma gota (0.2 ml) de solucéo de aménia a
25% foi colocada na tampa da placa de Petri. A producdo de micotoxina foi confirmada

guando a coloracdo do reverso mudou para rosa ou marrom (SAITO; MACHIDA, 1999).
11.5. Enzimas hidroliticas

A andlise semi-quantitativa das enzimas extracelulares foi avaliada em triplicatas
de endofitos crescidos em placas de Petri contendo meio de cultura com substratos
especificos para cada enzima acrescidos de 250 mg de Clorafenicol®/L e incubados a 25
°C em BOD sem fotoperiodo. O in6culo flngico consistiu de um disco de
aproximadamente 5 mm @ removido da borda da col6nia, previamente cultivada em
BDA/ 7 dias. A cada 24 horas de crescimento o diametro do halo de hidrolise foi
mensurado (mm) com paquimetro digital para os testes de protease (VALENTE;
SANTOS; LIMA, 2002) e lipase (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975). Nos testes de
amilase, pectinase (VALENTE; SANTOS; LIMA, 2002) e celulase (KASANA et al.,
2008), a medicéo foi realizada ao final de 3-7 dias de incubacédo. A atividade hidrolitica
foi estimada pela férmula estabelecida por Stamford; Aradjo; Stamford, (1998), onde:

indice enzimatico (IE) = Didmetro do halo de hidrdlise/Diametro da colonia.
11.6. Antagonismo

O antagonismo foi avaliado pelo método de cultura pareada entre endofitos e o

fitopatogeno Colletotrichum guaranicola (102) obtido de folhas de guarand com sintomas
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tipicos de antracnose. O ensaio de antagonismo consistiu no pareamento entre patdogeno
e enddfito, dispostos em polos equidistantes da placa de Petri com BDA. Os fungos
pareados permaneceram a 25 °C durante 14 dias. O teste foi realizado em triplicata. O
controle consistiu do plaqueamento somente do patdgeno. A inibicdo do crescimento
micelial (ICM) foi calculada pela férmula [(Rc — Ri) / Rc] x 100, onde Ri é o crescimento
do pat6geno pareado com o endofito e Rc € o crescimento do patdgeno sem a presenca
do enddfito (LAHLALI; HIURI, 2010).

11.7. Analise de dados

Os eletroferogramas gerados pelos dados de analise molecular foram editados no
programa SegAssem 2007/2008. As sequéncias geradas foram comparadas com aquelas
depositadas no GenBank - National Center for Biotechnology Information

(www.nchi.nlm.nih.gov). As sequéncias obtidas e utilizadas para a construcao das arvores

filogenéticas estao disponiveis na tabela suplementar 3. As analises filogenéticas foram
realizadas no programa MEGA v 6.1 (TAMURA et al. 2013).

Os dados gerados pelas analises enzimaticas e antagonismo, foram submetidos a
analise de variancia. Quando F foi significativo (p < 0.05) os resultados foram avaliados
através dos testes Scott-Knot e Tukey, respectivamente, no programa Statistical Package
for the Social Sciences - IBM SPSS v. 21.1.

O cladograma com atividades bioldgicas foi baseado na taxonomia do NCBI
obtida por meio do programa phyloT, e a conversao dos resultados gerados pelas analises
de metabdlitos secundarios, antagonismo e dados de origem foram convertidos em
nameros binarios e codigos de cores disponibilizados pelo programa iTOL (LETUNIC;
BORK, 2016).

12. Resultados
12.1. Identificacdo dos endofitos de guarana

A morfologia dos endéfitos de guarana foi analisada em condi¢cdes adequados
para observacéo de suas principais caracteristicas. Isolados como Aspergillus, Penicillium
e Talaromyces, foram cultivados em condic¢des previamente recomendadas na literatura,
0 que possibilitou a melhor comparacdo dos caracteres. A micromorfologia de cerca de
56% dos isolados ndo pode ser efetivamente mensurada, devido a auséncia de estruturas

reprodutivas. Os caracteres fotodocumentados auxiliaram na confirmacao dos resultados
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gerados pelas analises posteriores. As imagens de alguns fungos estdo disponiveis na

Figura 3.

Figura 4. Fungos endofiticos de guarand Paullinia cupana var sorbilis. Imagens das coldnias
fangicas demonstrando as diferencas fenotipicas frente/ reverso de: Lentinus swartzii (A), Diaporthe
phaseolorum (B) e Fusarium solani (C). Frente de fungos extremamente pigmentados no reverso:
Lasiodiplodia theobromae (D), Daldinia eschscholtzii (E), Phyllosticta ericarum (F). Enddéfitos de
Aspergillus flavus em meio CYA37, MEA25 e CYA25, (G), (H) e (I), respectivamente.

Os resultados obtidos do sequenciamento da regido ITS possibilitaram a
identificacdo de diferentes das espécies fungicas distribuidas nos filos Ascomycota e
Basidiomycota. Endofitos como Daldinia eschscholtzii, Hypoxylon monticulosum,
Lentinus swartzii, Mycoleptodiscus indicus, Pestalotiopsis microspora, Simplicillium
lanosoniveum e Tinctoporellus epimiltinus, tiveram alta cobertura com as sequéncias
depositadas no NCBI. Entretanto, a regido ITS forneceu dados insuficientes para
diferenciacdo de algumas espécies. Desse modo, isolados como Albonectria rigidiuscula,

Aspergillus sydowii, Bionectria byssicola, Colletotrichum gigasporum, Fusarium
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concolor e Penicillium citrinum, foram sequenciados com outras regides génicas mais
informativas para esses géneros. Apesar do uso de mdaltiplas regides, alguns isolados
como CCCT 17.17, membros da ordem Pleoporales, Nigrospora sp. e principalmente
enddfitos de Diaporthe e Phomopsis, demonstraram baixa cobertura, impossibilitando a
resolucdo de géneros/espécies.

Representantes de Aspergillus, Cladosporium, Colletotrichum, Diaporthe,
Fusarium e Penicillium foram submetidos as analises em MALDI-TOF ICMS. O banco
de dados SARAMIS™ nio forneceu espectros relevantes no presente estudo. Porém, a
caracterizacdo morfologica e biologia molecular possibilitaram a posterior identificacdo
dos cluters obtidos das analises em MALDI-TOF ICMS.

A identificacdo polifasica, pelas analises macro- e micromorfologica, dados
moleculares e MALDI-TOF esta listada na Tabela 2. Essas analises forneceram dados
importantes sobre os fungos endofiticos de guarana auxiliando a nomeacéo a nivel de
espécie de 108 isolados, distribuidos em 26 géneros e 35 espécies. Possibilitando a correta
identificacdo dos isolados fungicos testados quanto a capacidade de produzir metabélitos
secundarios e antagonismo contra o patdégeno C. guaranicola. Os testes das atividades

bioldgicas estdo descritos abaixo, e os dados resultantes disponibilizados na Figura 4.

12.2.  Antraquinonas

Os compostos derivados de antraquinona revelados no teste de Saito e Machido
foram produzidos por aproximadamente 30 endofitos pertencentes a varias espécies,
como A. rigidiuscula, Clonostachs rosea, Colletotrichum gigasporium, Fusarium solani,
Nigrospora oryzae, P. citrinum, P. microspora e Simplicillium lanosoniveum. Todos eles
foram capazes de modificar a coloracdo no reverso da colénia em meio YES exposto a
vapor de amonia. Dentro no género Aspergillus, os isolados A. pseudonomius
CCCT17.87, A. sydowii CCCT 17.55/ CCCT 17.95/ CCCT 17.70 e A. versicolor
CCCT17.50 foram positivos.

A separacdo em dois grupos, géneros diversos e Aspergillus, foi realizada devido
a grande quantidade de Aspergillus spp. associados a antraquinonas classificadas como
micotoxinas, danosas a saide humana. Diferente das antraquinonas procedentes de outros
géneros, as quais possuem aplicagdes biotecnoldgicas, na agroindustria e medicina
(KHAN et al, 2018; OLIVEIRA et al., 2011; KHAMTHONG et al.,, 2012;
CHOWDHURY et al., 2017).

44



Tabela 2. Comparacéo de diferentes abordagens para identificacdo de fungos endofiticos de Paullinia cupana var sorbilis provenientes do Amazonas/ Brasil.

Codigo CCCT Arrr‘]"’i‘(':'fgsr(%%"iz‘;e dentificacio Molecular Seeg:?g y AAL”S‘: S I dentificacdo final
CCCT 17.06 Penicillium sp. Penicillium citrinum B-Tub Penicillium citrinum Penicillium citrinum
CCCT 17.07 Pestalotiopsis sp. Pestalotiopsis microspora ITS NI Pestalotiopsis microspora
CCCT 17.08 NI Nigrospora oryzae ITS NI Nigrospora oryzae
CCCT 17.09 NI Albonectria rigidiuscula ITS/ B-Tub NI Albonectria rigidiuscula
CCCT 17.10 NI Tinctoporellus epimiltinus ITS ND Tinctoporellus epimiltinus
CCCT17.11 NI Curvularia lunata ITS Curvularia lunata Curvularia lunata
CCCT 17.12 Curvularia sp. Curvularia lunata ITS ND Curvularia lunata
CCCT 17.13 Fusarium sp. Fusarium polyphialidicum ITS Fusarium sp. Fusarium polyphialidicum
CCCT 17.14 Pestalotiopsis sp. Pestalotiopsis microspora ITS ND Pestalotiopsis microspora
CCCT 17.15 NI Daldinia eschscholtzii ITS ND Daldinia eschscholtzii
CCCT 17.16 NI Nigrospora sp. ITS/ B-Tub NI Nigrospora sp.*
CCCT 17.17 NI NI ITS/ B-Tub ND NI
CCCT 17.18 Penicillium sp. Penicillium rolfsii ITS Penicillium rolfsii Penicillium rolfsii
CCCT 17.19 Fusarium sp. Fusarium concolor ITS/ B-Tub Fusarium sp. Fusarium concolor
CCCT 17.20 NI Clonostachs rosea ITS ND Clonostachs rosea
CCCT 17.21 NI Diaporthe sp. ITS/ D1/D2 ND Diaporthe sp.
CCCT 17.22 NI Talaromyces amestolkiae ITS ND Talaromyces amestolkiae
CCCT 17.23 Curvularia sp. Curvularia sp. ITS Curvularia sp.
CCCT 17.24 NI Mycoleptodiscus indicus ITS ND Mycoleptodiscus indicus
CCCT 17.25 NI Albonectria rigidiuscula ITS/ B-Tub ND Albonectria rigidiuscula
CCCT 17.26 NI Albonectria rigidiuscula ITS/ B-Tub ND Albonectria rigidiuscula
CCCT 17.27 NI Phyllosticta ericarum ITS/ TEF1-a ND Phyllosticta ericarum
CCCT 17.28 Penicillium sp. Penicillium citrinum ITS Penicillium citrinum Penicillium citrinum
CCCT 17.29 Fusarium sp. Fusarium concolor ITS/ TEF1-a Fusarium sp. Fusarium concolor
CCCT 17.30 NI Hypoxylon monticulosum ITS NI Hypoxylon monticulosum
CCCT 17.31 Colletotrichum sp. Colletotrichum gigasporum ITS/ B-Tub ND Colletotrichum gigasporum



Continuagao

CCCT 17.32
CCCT 17.33
CCCT 17.34
CCCT 17.35
CCCT 17.36
CCCT 17.37
CCCT 17.38
CCCT 17.39
CCCT 17.40
CCCT 17.41
CCCT 17.42
CCCT 17.43
CCCT 17.44

CCCT 17.45
CCCT 17.46

CCCT 17.47
CCCT 17.48
CCCT 17.49

CCCT 17.50

CCCT 1751
CCCT 17.52
CCCT 17.53
CCCT 17.54
CCCT 17.55
CCCT 17.56
CCCT 17.57
CCCT 17.58
CCCT 17.59

Fusarium sp.
NI
Fusarium sp.
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
Fusarium sp.
Fusarium sp.
Nigrospora sp.
NI

NI

Fusarium sp.
Fusarium sp.
NI

Aspergillus sp.

NI

NI
Fusarium sp.

Pestalotiopsis sp.

Aspergillus sp.

NI

NI

NI
Penicillium sp.

Fusarium solani
Lasiodiplodia theobromae
Fusarium solani
Bionectria pseudochroleuca
Diaporthe citri
Phomopsis phaseoli
Albonectria rigidiuscula
Diaporthe sp.
Phomopsis phaseoli
Phomopsis phaseoli
Fusarium concolor
Fusarium concolor
Nigrospora oryzae

Clonostachs rosea

Phomopsis phaseoli

Fusarium solani
Fusarium solani
Phomopsis phaseoli

Aspergillus versicolor

Daldinia eschscholtzii
Bionectria byssicola
Fusarium concolor

Pestalotiopsis microspora
Aspergillus sydowii
Diaporthe sp.
Nigrospora sp.
Diaporthe sp.
Penicillium citrinum

ITS
ITS
ITS/ TEF1-a
ITS/ B-Tub
ITS
ITS
ITS
ITS/ D1/D2
ITS
ITS
ITS/ TEF1-a
ITS/ TEF1-a
ITS
ITS
ITS/ TEF1-o/
D1/D2
ITS/ TEF1-a
ITS
ITS

CAL

ITS
ITS/ B-Tub
ITS/ TEF1l-a
ITS
CAL
ITS/D1/D2
ITS/ B-Tub
ITS/ D1/D2
ITS

Fusarium sp.
NI
ND
NI
ND
ND
NI

Diaporthe sp.

ND

NI
Fusarium sp.
Fusarium sp.

NI

ND

NI

Fusarium sp.
Fusarium sp.
NI
Aspergillus
versicolor
NI
NI
Fusarium sp.
NI

Aspergillus sydowii

ND
ND
ND

Penicillium citrinum

Fusarium solani
Lasiodiplodia theobromae
Fusarium solani
Bionectria pseudochroleuca
Diaporthe citri
Phomopsis phaseoli
Albonectria rigidiuscula
Diaporthe sp.
Phomopsis phaseoli
Phomopsis phaseoli
Fusarium concolor
Fusarium concolor
Nigrospora oryzae

Clonostachs rosea

Phomopsis phaseoli

Fusarium solani
Fusarium solani
Phomopsis phaseoli

Aspergillus versicolor

Daldinia eschscholtzii
Bionectria byssicola
Fusarium concolor
Pestalotiopsis microspora
Aspergillus sydowii
Diaporthe sp.
Nigrospora sp.
Diaporthe sp.
Penicillium citrinum



Continuagao

CCCT 17.60
CCCT 17.61
CCCT 17.62
CCCT 17.63
CCCT 17.64
CCCT 17.65
CCCT 17.66
CCCT 17.67
CCCT 17.68
CCCT 17.69
CCCT 17.70
CCCT 17.71
CCCT 17.72
CCCT 17.73
CCCT 17.74
CCCT 17.75
CCCT 17.76
CCCT 17.77
CCCT 17.78
CCCT 17.79
CCCT 17.80
CCCT 17.81
CCCT 17.82
CCCT 17.83
CCCT 17.84
CCCT 17.85
CCCT 17.86

CCCT 17.87
CCCT 17.88

NI
NI
NI
NI
Nigrospora sp.
NI
Fusarium sp.
NI
Fusarium sp.
Penicillium sp.
Aspergillus sp.
NI
NI
Curvularia sp.
NI
NI
Fusarium sp.
Curvularia sp.
Fusarium sp.
NI
NI
NI
NI

Colletotrichum sp.

NI
Fusarium sp.
Fusarium sp.

Aspergillus sp.

Penicillium sp.

Bionectria byssicola
Bionectria aff. ochroleuca
Nigrospora oryzae
Nigrospora oryzae
Nigrospora oryzae
Nigrospora oryzae
Fusarium concolor
Phomopsis phaseoli
Fusarium polyphialidicum
Penicillium citrinum
Aspergillus sydowii
Bionectria aff. ochroleuca
Daldinia eschscholtzii
Curvularia sp.
Lasiodiplodia sp.
Phomopsis/Diaporthe
Fusarium concolor
Curvularia lunata
Fusarium solani
Colletotrichum siamense
Colletotrichum gigasporum
Colletotrichum gigasporum
Peroneutypa scoparia
Colletotrichum siamense
Albonectria rigidiuscula
Fusarium solani
Fusarium solani

Aspergillus pseudonomius

Penicillium citrinum

ITS/ B-Tub
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS/ TEF1-a
ITS
ITS
ITS
CAL
ITS
ITS
ITS
ITS/ TEF1-a
ITS/ D1/D2
ITS/ TEF1-a
ITS
ITS
ITS/ B-Tub
ITS/ B-Tub
ITS/ B-Tub
ITS
ITS/ B-Tub
ITS/ B-Tub
ITS/ TEF1-a
ITS

CAL
ITS

NI

NI

ND

ND

NI

ND
Fusarium sp.

NI
Fusarium sp.
Penicillium citrinum
Aspergillus sydowii
NI
NI
ND
NI
ND
ND
Curvularia lunata
ND
Colletotrichum sp.
Colletotrichum sp.
Colletotrichum sp.
NI
Colletotrichum sp.
NI
Fusarium sp.
ND
Aspergillus
pseudonomius
Penicillium citrinum

Bionectria byssicola
Bionectria aff. ochroleuca
Nigrospora oryzae
Nigrospora oryzae
Nigrospora oryzae
Nigrospora oryzae
Fusarium concolor
Phomopsis phaseoli
Fusarium polyphialidicum
Penicillium citrinum
Aspergillus sydowii
Bionectria aff. ochroleuca
Daldinia eschscholtzii
Curvularia sp.
Lasiodiplodia sp.
Phomopsis/Diaporthe
Fusarium concolor
Curvularia lunata
Fusarium solani
Colletotrichum siamense
Colletotrichum gigasporum
Colletotrichum gigasporum
Peroneutypa scoparia
Colletotrichum siamense
Albonectria rigidiuscula
Fusarium solani
Fusarium solani

Aspergillus pseudonomius

Penicillium citrinum
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CCCT 17.89
CCCT 17.90
CCCT 17.91
CCCT 17.92
CCCT 17.93

CCCT 17.94

CCCT 17.95
CCCT 17.96
CCCT 17.97
CCCT 17.98
CCCT 17.99
CCCT 17.100
CCCT 17.101
CCCT 17.102
CCCT 17.103
CCCT 17.104
CCCT 17.105
CCCT 17.106
CCCT 17.107
CCCT 17.108
CCCT 17.109
CCCT 17.110
CCCT17.111
CCCT 17.112
CCCT 17.113
CCCT 17.114
CCCT 17.116
CCCT 17.117

Penicillium sp.
NI
NI
NI
NI

NI

Aspergillus sp.
Penicillium sp.
Aspergillus sp.
NI
NI
NI
NI
NI
Pestalotiopsis sp.
NI
NI
NI
Pestalotiopsis sp.
NI
Fusarium sp.
NI
Fusarium sp.
Fusarium sp.
Fusarium sp.
Fusarium sp.
Fusarium sp.
Fusarium sp.

Penicillium citrinum
Nigrospora camelliae-sinensis
Lasiodiplodia theobromae
ND
Lasiodiplodia theobromae

Phomopsis/Diaporthe

Aspergillus sydowii
Penicillium citrinum
Aspergillus flavus
Bionectria aff. ochroleuca
Neopestalotiopsis clavispora
Pseudopestalotiopsis theae
Simplicillium lanosoniveum
Bionectria byssicola
Pestalotiopsis microspora
Polyporales
Polyporales
Lentinus swartzii
Pestalotiopsis microspora
Gloeostereum incarnatum
Fusarium concolor
Polyporales
Fusarium concolor
Fusarium concolor
Fusarium concolor
Fusarium concolor
Fusarium concolor
Fusarium polyphialidicum

ITS
ITS/ B-Tub
ITS

ITS
ITS/ D1/D2

CAL
B-Tub
CAL
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS/B-Tub
ITS
ITS/ TEF1-a
ITS/ TEF1-a
ITS
ITS
ITS/ D1/D2
ITS/ TEF1-a
ITS/ TEF1-a
ITS/ TEF1l-a
ITS/ TEF1-a
ITS/ TEF1l-a
ITS/ TEF1-a
ITS/ TEF1-a
ITS

Penicillium citrinum
ND
NI
ND
NI

ND

Aspergillus sydowii
Penicillium citrinum
Aspergillus flavus
NI
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
NI
NI
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
NI

Penicillium citrinum

Nigrospora camelliae-sinensis

Lasiodiplodia theobromae
ND
Lasiodiplodia theobromae
Phomopsis/
Diaporthe
Aspergillus sydowii
Penicillium citrinum
Aspergillus flavus
Bionectria aff. ochroleuca
Neopestalotiopsis clavispora
Pseudopestalotiopsis theae
Simplicillium lanosoniveum
Bionectria byssicola
Pestalotiopsis microspora
Polyporales
Polyporales
Lentinus swartzii
Pestalotiopsis microspora
Gloeostereum incarnatum
Fusarium concolor
Polyporales
Fusarium concolor
Fusarium concolor
Fusarium concolor
Fusarium concolor
Fusarium concolor
Fusarium polyphialidicum
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CCCT 17.118
CCCT 17.120
CCCT 17.121

CCCT 17.122

CCCT 17.123

CCCT 17.124
CCCT 17.125
CCCT 17.126
CCCT 17.127
CCCT 17.129
CCCT 17.130
CCCT 17.131
CCCT 17.132
CCCT 17.133
CCCT 17.134
CCCT 17.135
CCCT 17.137
CCCT 17.138
CCCT 17.139
CCCT 17.140
CCCT 17.141
CCCT 17.142
CCCT 17.194

NI
Fusarium sp.
Colletotrichum sp.

NI

NI

NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
Aspergillus sp.
NI
NI
NI
NI

Simplicillium lanosoniveum
Fusarium concolor
Colletotrichum siamense

Colletotrichum siamense

Fusarium sp.

Diaporthe/Phomopsis
Albonectria sp.
Albonectria sp.

Clonostachs rosea
Diaporthe/Phomopsis
Albonectria rigidiuscula
Diaporthe/Phomopsis
Clonostachs rosea
Cladosporium halotolerans
Diaporthe/Phomopsis
Clonostachs rosea
Clonostachs rosea
Clonostachs rosea
Aspergillus flavus
Talaromyces amestolkiae
Talaromyces amestolkiae
Talaromyces amestolkiae
Diaporthe citri

ITS
ITS/ TEF1-a
ITS/ B-Tub
ITS/ TEF1-0/
B-Tub
ITS/ TEF1-o/
B-Tub
ITS/ D1/D2
TEF1l-a
TEF1l-a
ITS
ITS/ D1/D2
ITS
ITS/ D1/D2
ITS
ITS/ B-Tub
ITS/ D1/D2
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS

ND
Fusarium sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Fusarium sp.

ND

ND

NI

NI

ND

NI

NI

NI
Cladosporium sp.

ND

NI

NI

NI
Aspergillus flavus

ND

ND

NI

Diaporthe sp.

Simplicillium lanosoniveum
Fusarium concolor
Colletotrichum siamense

Colletotrichum siamense

Fusarium sp.

Diaporthe/Phomopsis
Albonectria sp.
Albonectria sp.

Clonostachs rosea
Diaporthe/Phomopsis
Albonectria rigidiuscula
Diaporthe/Phomopsis
Clonostachs rosea
Cladosporium halotolerans
Diaporthe/Phomopsis
Clonostachs rosea
Clonostachs rosea
Clonostachs rosea
Aspergillus flavus
Talaromyces amestolkiae
Talaromyces amestolkiae
Talaromyces amestolkiae
Diaporthe citri

NI — ndo identificado, ND — ndo determinado.
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Pseudopestalotiopsis theae CCCT 17.100
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Albonectria rigidiuscula CCCT 17.09
Albonectria rigidiuscula CCCT 17.25
Albonectia rigidiuscula CCCT 17.84
Albonectria rigidiuscula CCCT 17.130
Albonectria rigidiuscula CCCT 17.126
Albonectia rigidiuscula CCCT 17.26
Albonectria rigidiuscula CCCT 17.38
Fusarium concolor CCCT 17.29
Fusarium concolor CCCT 17.116
Fusarium polyphialidicum CCCT 17.13
Fusarium polyphialidicum CCCT 17.68
Fusarium concolor CCCT 17.113
Fusarium solani CCCT 17.47
Fusarium concolor CCCT 17.53
Fusarium concolor CCCT 17.42
Fusarium polyphialidicum CCCT 17.117
Fusarium solani CCCT 17,86
Fusarium solani CCCT 17.34
Fusarium concolor CCCT 17.112
Fusarium concolor CCCT 17.109
Fusarium concolor CCCT 17.111
Fusarium sp. CCCT 17.123

f—————— Albonectria sp. CCCT 17.125
Fusarium solani CCCT 17.48
Fusarium concolor CCCT 17.76
Fusarium concolor CCCT 17.114.
Fusarium concolor CCCT 17.120
Fusarium concolor CCCT 17.19
Fusarium concolor CCCT 17.66
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Figura5. Atividade biol6gica e origem dos fungos endofiticos oriundos de Paullinia cupana var. sorhilis.
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12.3. Enzimas

Todos os fungos endofiticos de guarand foram testados quanto a producdo de
enzimas extracelulares. Cerca de 97% dos isolados foram capazes de demonstrar
atividade enzimatica nos meios solidos utilizados. Os enddfitos obtidos de folhas e
sementes, foram capazes de hidrolisar amido 68% e 74%, carboximetilcelulose (CMC)
75% e 47%, pectina citrica 5% e 0%, gordura do leite 40% e 76%, e 6leo Tween 66% e
76%, respectivamente. Membros de Aspergillus e Penicillium foram amplamente
correlacionados a producéo de diferentes enzimas. Todas as espécies fungicas abordadas
nesse estudo foram capazes de produzir pelo uma das enzimas testadas. Todas as enzimas
foram secretadas pelos isolados Albonectria rigidiuscula CCCT 17.26, Fusarium
polyphialidicum CCCT 17.68, Nigrospora oryzae CCCT 17.44, Penicillium citrinum
CCCT17.89 e Pestalotiopsis microspora CCCT 17.14.

12.4. Antagonismo

O antagonismo de Colletotrichum guaranicola 102 foi observado principalmente
por enddfitos obtidos de folhas, maiormente oriundos do genotipo suscetivel a antracnose
BRS300. De 138 enddfitos testados, 14 isolados fungicos, foram capazes de causar
deplecédo do patégeno nas condi¢bes avaliadas (A. sydowii CCCT 17.55/ CCCT 17.70, A.
rigidiuscula CCCT 17.84, A. versicolor CCCT 17.50, C. lunata CCCT 17.11, F. concolor
CCCT 17.53, P. citrinum CCCT 17.59 /CCCT 17.88/ CCCT 17.96/ CCCT 17.06. CCCT
17.28/ CCCT 17.89/ CCCT 17.69 e T. amestolkiae CCCT 17.141). No presente estudo,
somente os fungos que causaram antagonismo por meio de antibiose foram considerados.
As zonas inibitorias (mm) mais expressivas foram observadas exclusivamente por
enddfitos de crescimento lento. Porém, esse padréo nao foi observado pelos endéfitos que

proporcionaram maiores indices de Inibicdo do Crescimento Micelial (ICM).
13. Discusséao

A caracterizacdo morfoldgica dos fungos cultivaveis permitiu a melhor distin¢ao
entre os isolados fangicos pela coloracdo e taxa de crescimento, corroborando com a
identificacdo daqueles que esporularam em meio de cultura. No entanto, um elevado
numero de fungos foi classificado como Mycelia sterilia. Alguns isolados nao

produziram, e outros perderam a capacidade de formar esporos, como membros de
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Nigrospora, que inicialmente produziram esporos, o que possibilitou a separacao inicial
dos géneros (descrita no cap. anterior).

Contudo, apds sucessivos repiques, os isolados perderam a capacidade de produzir
conidios dentro das condicdes observadas. Essa incapacidade, sob condicBes de
laboratdrio, significa que o crescimento estava metabolicamente desfavoravel para
formacdo de estruturas sexuais (SUN; GUO, 2012). Caracteristica comumente relatada
na literatura, onde mais de 50% do total de fungos endofiticos normalmente néo
esporulam nos substratos empregados (SARMA et al., 2018; SELIM et al., 2018).
Contudo, a biologia molecular possibilitou o reconhecimento principalmente de isolados
estéreis que ndo puderam ser classificados em nenhuma colocagdo taxondmica baseados
na morfologia (SUN; GUO, 2012).

Vaérias espécies foram determinadas pela regido ITS, conhecida como codigo de
barras dos fungos por ser uma regido altamente polimorfica, de facil amplificacdo, com
informac&o genética que permite a distin¢do intraespecifica e interespecifica de muitos
membros dos filos Ascomycota e Basidiomycota. Contudo, a regido ITS apresenta
limitacGes para identificacdo de fungos como Aspergillus, Cladosporium, Fusarium,
Penicillium e Trichoderma, e diferentes regides, mais informativas normalmente sao
utilizadas para a determinacdo desses fungos (RAJA et al.,, 2017). Membros de
Colletotrichum, por exemplo, devem ser cautelosamente diferenciados entre espécies por
meio do sequenciamento ITS. Devido a alta taxa de erro (>86%) encontrada com dados
baseados somente nessa regido (CROUCH; CLARKE; HILLMAN, 2009).

Desse modo, outros locus mais informativos, como B-tubulina e calmodulina,
utilizados nesse estudo, sdo Uteis na resolucdo de espécies desses grupos. Entretanto,
alguns endofitos, mesmo com elevada qualidade da sequéncia de rDNA, demonstraram
baixa cobertura quando comparados as sequéncias depositadas no GenBank, sugerindo a
presenca de novos relatos. O sequenciamento de outras regides génicas podera corroborar
com essa hipotese.

As analises de MALDI-TOF ICMS resultaram em dados similares aos observados
pelo sequenciamento do rDNA. No entanto, alguns espectros de espécies flngicas,
identificados pelas analises anteriores, ndo corresponderam aos espectros de referéncia
arquivados no banco de dados SARAMIS™. Essa incompatibilidade pode estar
conectada a origem geogréafica e/ou dos substratos das espécies fungicas utilizadas como
referéncias, oriundas de Colecdes Europeias e fungos obtidos de esponjas marinhas e

produtos alimenticios (PASSARINI et al., 2013). Desse modo, a insercdo de novos
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espectros oriundos de fungos endofiticos de guarana no banco de dados SARAMIS ™ ira
possibilitar maior cobertura de cluters e podera facilitar a identificacdo por meio da
analise gerada pelo MALDI-TOF ICMS em trabalhos futuros.

13.1. Antraquinonas

As antragquinonas sdo substancias organicas derivados do antraceno e compde 0
grupo de pigmentos naturais quinoides encontrados nos micélios e corpos de frutificacdo
dos fungos. O efeito das antraquinonas estd estreitamente vinculado a sua natureza
quimica e a quantidade do composto, que pode ser benéfica ou nociva. Recentemente,
muitas pesquisas tém demonstrado os efeitos antimicrobianos, anticancerigenos e
antioxidantes desse grupo (GESSLER et al. 2013; FOUILLAUD et al. 2016). Contudo,
desde a deacda de 60 as antraquinonas tém sido atribuidas aos efeitos deletérios, causados
principalmente por diferentes espécies de Aspergillus (BLOUNT, 1961).

No presente estudo, utilizou-se a metodologia publicada por Saito e Machida,
criada na década de 90, para identificacdo rapida de aflatoxinas (AFs) em estirpes de
Aspergillus, devido a importancia das micotoxinas e grandes prejuizos relacionados a
producdo de grdos (SAITO; MACHIDA, 1999). No entanto, apesar de possuir
confiabilidade comparavel a cromatografia, com 0% de falso positivo, quando as bases
bioquimicas do teste de Saito e Machida foram analisadas, a cromatografia revelou
antraquinonas intermediarias dos padrGes de biossintese de AF, ou seja, 0 teste também
revela outras substancias quimicas, inseridas no grupo das antraquinonas (ABBAS et al.,
2004a).

Trés espécies de Aspergillus produziram antraquinonas,por meio das condigdes
testadas, sugerindo a ocorréncia de AFs e/ou esterigmatocistina (ST). Anteriormente, foi
evidenciado que a espécie A. pseudonomius é capaz de produzir quatro tipos de
aflatoxinas: AFB: (VARGA et al., 2011), AFB2, AFG: e AFG2 (MASSI et al., 2014).
Entretanto, as espécies A. sydowii e A. versicolor, ndo produziram nenhuma das AFs
citadas acima em trabalhos anteriores (HASHEM 2011, JURJEVIC et al., 2012). Porém,
sdo proliferas produtoras de ST, substancia precursora de AFB1, que necessita dos
mesmos genes e enzimas utilizados para bioconversao de aflatoxina (JURJEVIC et al.,
2012; VIEGAS et al., 2018). Contudo, essas espécies ndo estdo somente ligadas a
producdo de antraquinonas danosas. Alguns isolados de A. versicolor, por exemplo,
possuem habilidade de secretar averufin, substancia que causa deplecdo em inimeros
patogenos (KAWAI et al., 1984; Xu et al., 2015).
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Os endofitos de A. flavus CCCT 17.139 e CCCT 17.97 nao revelaram reagédo
quimica em nosso estudo, contudo A. flavus juntamente com A. parasiticus e A. nominus,
sdo as principais espécies causadoras de contaminagdes de alimentos (WEE; DAY; LINZ,
2016). Essa diferenca entre isolados fungicos aflatoxigénicos e ndo-aflatoxigénicos é
modulada por muitos fatores, incluindo a genética do fungo, interacdo com a planta
hospedeira, histérico da cultura e seu manejo, composi¢do do solo, e fatores abidticos,
como temperatura e umidade relativa (ABBAS et al., 2004b). Futuramente, os isolados
CCCT 17.139 e CCCT 17.97 poderéo ser testados quanto capacidade de suprimir fungos
toxigénicos, como demonstrado anteriormente, com cepas nao-aflatoxigénicas de A.
flavus, capazes de reduzir a contaminacdo quando aplicados diretamente em sementes e
no solo, considerados efetivos agentes de biocontrole de A. flavus aflatoxigénicos
(ACCINELLI et al. 2009,2018; ZANON et al. 2018).

O biocontrole de patégenos, também tem sido associado a secrecdo de
antraquinonas por fungos diferentes do grupo Aspergillus. Nesse estudo, os endofitos
Fusarium solani, Nigrospora oryzae, Penicillium citrinum e Phomopsis sp.,
anteriormente foram relatados como excelentes secretores de antraquinonas
(CHOWDHURY etal., 2017; HE et al., 2017; KHAMTHONG et al., 2012; KHAN et al.,
2018), sugerindo que os endofitos de guarand podem ter a mesma capacidade produtiva
e efeitos antimicrobianos. As aza-antraquinonas sercretadas por F. solani CARE-1 e
AURE-4, por exemplo, possuem atividades citotoxicas e antibacterianas, resultantando
na inducdo de apoptose ou necrose de células cancerigenas, e estimulo da respiracao
celular e oxidacdo das bactérias (CHOWDHURY et al., 2017; KHAN et al., 2018). As
penicillantraninas A e B, antraquinonas-citrina raramente encontradas na natureza, e
outros tipos de antraquinonas, obtidas dos endoéfitos P. citrinum PSU-F51 e HL-5126,
isolados de algas marinhas e manguezal, demonstraram atividade antibactericida e
antifangica contra Staphylococcus aureus, Vibrio parahaemolyticus e Candida albicans
(KHAMTHONG et al., 2012; HE et al., 2017).

Outro microrganismo, constantemente utilizado no biocontrole de fungos e
bactérias € a C. rosea, capaz de produzir TMC-151-policetideo,
epipolysulfanyldioxopiperazines, peptaibols e glisopreninas (CARD et al.,, 2016;
FATEMA et al., 2018). Em nosso estudo, todos os isolados dessa espécie revelaram
producéo de antraquinonas. Apesar da espécie nao ser identificada como produtora desse
composto na literatura, possui 0 gene pkl capaz de biosintetizar antraquinonas.

Recentemente, Fatema et al. (2018) ao analisar as func¢bes dos genes policetideos (PK)
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em C. rosea IK726 WT durante o0 antagonismo e micoparatismo contra Botrytis cinerea
e F. graminearum, observaram que pksl, pks2 e pksl2 foram fortemente induzidos
durante a secrecdo de pigmentos amarelos. Os autores sugeriram que tais pigmentos
estariam conectados a biossintese de compostos semelhantes a asperthicin, um tipo de
antraquinona anteriormente reportado em A. nidulans, onde sabe-se que o0 gene pksl esta
envolvido na sintese desse composto.

Recentemente, distintos géneros foram associados a sintese de antraquinonas,
como por exemplo, Phomopsis sp. PSU-MA214, de onde foi isolado pela primeira vez 2
novos compostos, juntamente com os conhecidos macrosporin e tetrahydroaltersolanol
B&C (KLAIKLAY et al., 2012). Um novo derivado de antraquinona também foi obtido
de Pestalotiopsis guepinii LISB 68, denominado guepinone, e outros relatadas
anteriomente como isossulocrina e cloroissosulocrina (OLIVEIRA et al., 2011).

Endofitos possuem potencial biotecnologico, para producdo de multiplos
compostos, como enzimas e antibidticos (MARIA; SRIDHAR; RAVIRAJA, 2005;
CARRIM; BARBOSA; VIEIRA, 2006; CORREA et al., 2014). Desse modo, é
importante que testes de toxidez sejam realizados a fim de evitar possiveis contaminac6es
com tais organismos que causam sérios problemas a salde de animais e humanos. Além
disso, acredita-se que as micotoxinas exercem papel fundamental eliminando outros
microrganismos na competicdo por espaco e nutrientes (BRASE et al., 2009). Assim, 0s
isolados de guarana positivos no teste quimico aplicado poderdo ser testados contra
diferentes patdgenos futuramente afim de elucidar o potencial antagonico e a relagdo com
as antraquinonas. E também, testes mais especificos poderdo ser realizados para
identificacdo dos derivados de antraquinona relatados pelos endofitos abordados nesse

estudo.

13.2. Enzimas

A produgdo de multiplas enzimas faz parte dos mecanismos quimicos que 0s
enddéfitos precisam para superar as barreiras impostas pelo hospedeiro e obter nutrientes
indispensaveis para seu desenvolvimento. A amilase, por exemplo, observada nesse
estudo, presente na maioria dos endofitos, esta associada a conversdo do amido em
glicose, usadas como fonte energia para esporulacgéo e crescimento (SCHMOLL, 2018).
Alguns tipos de proteases estdo envolvidos na interacdo fungo-planta, podendo ser
utilizadas para aquisicao de nutrientes a partir de fontes ricas em proteinas ou escapar do
sistema imune do hospedeiro (MUSZEWSKA et al., 2017). E as lipases liberam acidos
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graxos livres que sdo utilizados como fonte de carbono auxiliando no processo de
colonizacdo inicial (FENG et al., 2009).

Afora das fungdes ecoldgicas, algumas espécies destacam-se quanto a produgdo
de enzimas altamente requisitadas para confec¢do de produtos farmacéuticos, medicinais
e alimenticios. Nesse estudo, os valores do indice enzimatico (IE) diferiram entre
espécies, variando entre enddfitos mais e menos produtivos. A atividade amilolitica
maxima foi observada pelas estirpes A. sydowii CCCT 17.95, P. citrinum CCCT 17.59,
Pseudopestalotiopsis theae CCCT 17.100 e especialmente por Phomopsis phaseoli
CCCT 17.40. As amilases microbianas de Aspergillus spp. e Penicillium spp., sdo
comumente usadas para producdo de amilase industrial devido a alta tolerancia a acidez
associada a elevada capacidade de evitar contaminacdo com bactérias (SOUZA;
MAGALHAES, 2010). As espécies A. niger e A. terreus, por exemplo, sdo as mais
utilizadas para fins téxtil, alimenticio, farmacéutico e industria de papéis (AHLHOLM et
al., 2002; SETHI et al., 2016; WANG et al., 2016; GOPINATH et al., 2017). Todavia,
fungos do Phomopsis sdo pouco correlacionados as aplicacdes tecnoldgicas de suas
enzimas. Os isolados de Phomopsis estudados por Sobagaiah et al. (2013) ndo foram
capazes de hidrolisar amido, mas os endofitos P. theicola TCS10 e P. phyllanticolla
TMS1 obtidos de diferentes plantas medicinais produziram tanto amilase como celulase
(TOGHUEDO et al., 2017).

A producdo de celulase foi proeminente em A. sydowii CCCT 17.55, A. versicolor
CCCT 17.50, Bionectria byssicola CCCT 17.52, P. citrinum CCCT 17.89, Peroneutypa
scoparia CCCT 17.82 e principalmente em Fusarium concolor CCCT 17.109.
Corroborando com esse estudo, espécies de Aspergillus, Penicillium e Fusarium foram
relatadas anteriormente com elevado IE. Como por exemplo, P. velutinum IK- 51, P.
waskmanii IK- 50 e A. niger 1005 descritas com elevada producdo celulésica
(KHOKHAR; MUKHTAR; MUSHTAQ, 2011) e enddfitos de Fusarium oxysporum Ci
16 e Fusarium solani Ci 24 com maior IE quando comparado a outros individuos dos
mesmo género (SUNITHA, DEVI e SRINIVAS 2013). Tais fungos, poderdo ter sua
producdo enzimética otimizada no futuro afim de alcangar atividade méxima se
submetidas a temperatura de 28 °C, pH 5.6, em meio suplementado com 2% de CMC e
com ions metélicos, principalmente HgCl> que reforcam a producdo dessa enzima, tal
como descrito por Dar et al. (2013). Endofitos de Peroneutypa scoparia ndao foram
relatados na literatura em ensaios enzimaticos, e estudos para otimizacdo de celulase

poderiam ser realizados afim de utiliza-lo como fonte dessa enzima. Isolados de
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Bionectria secretam celulases e quitinases, as quais estdo associadas ao micoparatismo
(MELO et al., 2014), mas fungos desse género foram pouco reportados em bioprocessos
celulosicos industrias. No entanto, tais endofitos sao efetivos degradadores de Poliuretano
Poliéster (PUR), plastico amplamente utilizado na industria e fabricacdo, degradado por
serinas, um tipo enzimas do grupo protease (RUSSELL et al., 2011).

A elevada atividade proteolitica foi quantificada em Albonectria rigidiuscula
CCCT 17.84, B. byssicola CCCT 17.102, Cladosporium halotolerans CCCT 17.133,
Clonostachs rosea CCCT 17.128, e principalmente por Simplicillium lanosoniveum
CCCT 17.118. O potencial biotecnologico de Cladosporium sp. FGCC/BLS2 foi
demonstrado por Saxena et al. (2017). Os autores selecionaram o fungo com maior IE em
placas de Petri, e apds cultivo em meio submerso, a maior atividade enzimaética foi
evidenciada apds 120 h a 40 °C com 1,5% de caseina tamponado a pH 7,0. O fungo C.
rosea € considerado um eficaz organismo entomopatogénico, micoparasitario e
nematdfago, tais capacidades estdo associadas, entre outros fatores, a producgéo de serina
protease que exerce importante papel durante o controle biolégico ( LI et al., 2006; ZOU
etal., 2010; IQBAL et al., 2018). O micoparasitismo de S. lanosoniveum S-599 também
estd associado a essa enzima (VIVAS et al., 2018). A maior secrecdo de proteases pode
ser induzida por choque térmico (SAXENA et al., 2017). Desse modo, estudos futuros
poderdo otimizar a producdo de proteases, a quais possuem aplicacdo extensiva em
produtos farmacéuticos, sabdo em po, seda, alimentos e gerenciamento de residuos
(SOUZA et al., 2015).

A maior capacidade de secretar lipase foi observada em A. flavus CCCT 17.139,
Colletotrichum gigasporum CCCT 17.80, Pestalotiopsis microspora CCCT 17.107 e P.
phaseoli CCCT 17.67. As espécies Aspergillus e Colletotrichum sdo reconhecidas pela
elevada atividade lipolitica, e tém sido empregadas em diversos setores, como no
tratamento de efluentes, producéo de biodiesel, sintese de aromas, producdo de omega 3,
6 e 9, etc (SANDE et al., 2017; MEHTA; GROVER; GUPTA, 2018). A espécie P.
microspora € uma excelente degradadora de PUR, amplamente interligado a secre¢éo de
serinas. Porém, poucos relatos foram encontrados sobre as atividades lipoliticas de
isolados P. microspora e P. phaseoli (BHARDWAJ; GUPTA; TIWARI, 2012;
RUSSELL et al., 2011). Lane et al. (2006) e Sunitha; Devi e Srinivas (2013) observaram
que membros de Pestalotiopsis e Phomopsis produziram lipase embora tenham sido

quantificados com baixo IE.
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A pectinase foi produzida por A. rigidiuscula CCCT 17.26, F. polyphialidicum
CCCT 17.68, Nigrospora oryzae CCCT 17.44, P. citrinum CCCT 17.89 e P. microspore
CCCT 17.14. Atualmente, a maioria das enzimas pectinoliticas comerciais sdo produzidas
por fungos, com maior destaque a membros de Aspergillus, Penicillium e Rhizopus,
usadas em industrias de suco de frutas e producdo de vinho (BENOIT et al., 2012;
HEERD et al., 2012). A espécie P. citrinum, por exemplo, pode ter maxima producgéo de
poligalacturonase, um tipo de pectinase, ap6s 8 dias a 30°C, pH 5.5 com 1.5% de extrato
de levedura como fonte de carbono (EL-BATAL; OSMAN; SHAIMA, 2013).
Pestalotiopsis sp. e Fusarium spp., estudados por Ferreira et al. (2018), diferiram na
capacidade de produzir a enzima, somente fungos de Fusarium exibiam atividade
pectinolitica. Por outro lado, os endéfitos F. oxysporum Ci 16, F. chlamydosporum Ci 19,
Pestalotiopsis sp. Ac 34 e N. sphaerica Ci23 demonstraram elevada capacidade de
secretar pectinases (SUNITHA; DEVI; SRINIVAS, 2013).

O isolamento de diferentes fungos é importante para estudos de screening que
visam a producdo de enzimas de interesse comercial. Nossa busca inicial de fungos
promissores foi realizada em temperatura, pH e fontes de carbono e nitrogénio
considerados adequados para maioria dos fungos filamentos (HANKIN;
ANAGNOSTAKIS, 1975; VALENTE; SANTOS; LIMA, 2002; KASANA et al., 2008).
Entretanto, a otimizacdo da capacidade enzimatica varia entre e dentro das espécies.
Sendo assim a producédo das enzimas testadas podera futuramente superar aos resultados
obtidos nesse estudo, se colocados em condi¢cdes adequadas como revisadas por
(CORREA et al., 2014; GOPINATH et al., 2017).

O estudo detalhado e o planejamento de experimentos para obter a melhor
configuracdo e optimizacdo da producdo de enzimas envolve trés principais fatores:
tempo de incubacdo, pH e substrato, os quais poderdo ser avaliados em fermentacdo
submersa ou semi-solida para adequacdo de secrecdo de enzimas pelos endofitos de
guarana, com énfase especial a Fusarium concolor CCCT 17.109, Simplicillium
lanosoniveum CCCT 17.118 e Phomopsis phaseoli CCCT 17.40, melhores produtores de

celulase, protease e amilase, respectivamente.

13.1. Antagonismo

Os endofitos de guarana capazes de antagonizar por meio da antibiose foram
encontrados principalmente nas folhas e no genotipo suscetivel a antracnose BRS300,

relatados no capitulo anterior como mais diversos, onde ha uma complexa comunidade
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microbiana, formada com membros de diferentes géneros. Esse ambiente competitivo
pode ter instigado a colonizagdo e proliferacio de enddfitos com aparato
genético/quimico/fisico capazes de prevalecer sobre outros organismos e efetivar seu
estabelecimento, especialmente por meio da secrecdo de metabolitos antagénicos, uma
das estratégias mais observadas por fungos endofiticos (FONSECA; INACIO, 2006;
PRIOR; FEIGE; BEGEROW, 2017).

As estratégias podem variar de um mecanismo a outro (competicéo, antibiose e/ou
micoparasitismo) e sdo extremamente dependentes da relacdo estabelecida entre os
organismos envolvidos. Nesse estudo, alguns isolados foram considerados positivos e
outros, com a mesma identificagdo taxonémica, foram negativamente associados a
antibiose, adotando outras estratégias de defesa. A variacdo de atividade antagdnica
intraespecifica estd vinculada a especificidade da interacdo enddéfito-patdgeno. Além
disso, a plasticidade fenotipica, variacdo genética intraespecifica, silenciamento de genes
relevantes devido as condicOes favoraveis de temperatura e meio de cultivo, bem como a
diferenca de gatilhos de ativacdo do antagonismo, poderiam explicar as diferencas
observadas (BILLS et al., 2009; PRIOR; FEIGE; BEGEROW, 2017).

Os enddfitos positivamente ligados a antibiose estdo inseridos em espécies como
Aspergillus e Albonectria, reconhecidas como proliferas secretoras de compostos
biotiavos vinculadas as atividades antimicrobianas contra uma ampla gama de patégenos
(LI et al., 2012; PANG et al., 2017). A liberacdo de substancias tdxicas e/ou enzimas,
amilase, celulase e protease, previamente observadas, podem estar associadas a agédo
antagonica desses enddfitos. Em nosso estudo, o isolado F. concolor, embora tenha
formado zona de inibi¢do < 5mm, causou menor crescimento do patégeno (ICM). Similar
aos nossos resultados, o endéfito Fusarium fujikori WF5 formou halo de inibicdo de 3
mm (MOUSA et al.,, 2015). Os autores demonstraram a inibicdo do patégeno F.
graminearum por meio da quebra dramatica de hifas e reducédo de crescimento, sugerindo
0 modo de acgdo fungicida e fungistatico in vitro de seus compostos metabolicos apds a
extracdo e purificacao.

Os enddfitos A. sydowii e P. citrinum, formaram maior zona de inibicéo contra C.
guaranicola, possivelmente interligada a atividade enzimatica, previamente observada,
que sugere associacdo com a lise celular do patdgeno e estratégia de sobrevivéncia dos
endofitos, afim de suprimir o crescimento lento, observado em culturas axénicas com 3,4
mm/dia e 2,8 mm/dia, respectivamente. Isolados de P. citrinum s&o excelentes produtores

de compostos secundarios. Como observado pela cepa P. citrinum VFI-51, que produz

59



lipase, protease, B-1,3-glucanase e a micotoxina chamada citrinina, responsaveis pela
reducdo de 75% da doenca causada por Macrophomina phaseolina no sorgo e inducdo da
motilidade contra bactérias (PARK et al., 2008) e fitopatdgenos: Sclerotium rolfsii,
Rhizoctonia solani, Sclerotinia minor e Botritys cinerea (SREEVIDYA,;
GOPALAKRISHNAN, 2016).

O Colletotrichum guaranicola causa antracnose nas folhas de guarand em
qualquer estagio da planta e trata-se de um patdgeno de dificil controle na regido
Amazonica. Nesse estudo demostramos que alguns membros de P. citrinum e F. concolor
podem inibir o patégeno in vitro. Ambos, poderdo ser futuramente testados para verificar
a capacidade de inibicdo do patdégeno na planta afim de elucidar o potencial desses
endofitos em campo. Além disso, todos os fungos endofiticos capazes de produzir
substancias antifingicas em meio agarizado possivelmente representam uma fonte de
substancias antagonicas, as quais poderdo ser identificadas futuramente e testadas contra
outros patégenos. Afinal os mecanismos de antagonismo e defesa fungica, por meio de
producdo de ativos bioldgicos permite a descoberta de novos e potentes metabdlitos Uteis
na agroindustria (GLOER, 2007).

14. Conclusao

Os fungos endofiticos oriundos do guarana (Paullinia cupana var. sorbilis) séo
proliferos produtores de metabdlitos secundarios, capazes de antagonizar o principal
patégeno da cultura. As antraquinonas foram produzidas por diferentes isolados,
fortemente vinculadas as espécies utilizadas no biocontrole efetivo de patégenos. As
analises enzimaticas revelaram endofitos promissores, especialmente a espécies
Fusarium concolor, Simplicillium lanosoniveum e Phomopsis phaseoli, que poderdo ter
sua capacidade enzimatica otimizada para fins biotecnoldgicos. O antagonismo contra o
Colletotrichum guaranicola resultou na obtencdo de isolados fungicos capazes de inibir
seu crescimento in vitro, que poderdo ser testados in planta em ensaios futuros. Os
resultados desse estudo arquitetam a base para o inicio de novas pesquisas a partir dos
diferentes compostos encontrados nos microrganismos do guarana, representando uma

fonte de bioativos para uso futuro nas areas medicinal, agrondémica e industrial.
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Figura suplementar 4. Andlise filogenética pelo método de maxima verossimilhanca de fungos endofiticos do guarana baseada na regido
ITS1elTSA dorDNA.
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Figura suplementar 7. Andlise filogenética pelo método de maxima verossimilhanca de fungos endofiticos do guarané baseada
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Figura suplementar 8. Análise filogenética pelo método de máxima verossimilhança de fungos endofíticos do guaraná baseada na região calmodulina do rDNA.


Tabela 4. Similaridade das sequéncias de fungos endofiticos e sequéncias oriundas do GenBank (NCBI).

Cddigo CCCT Regid o é;gggﬁk Cotég/gura Ide?g/'o(;ade Cédigo NCBI Identificacdo
Albonectria rigidiuscula CCCT 17.09 ITS D066 100,0 99,8 KU377446.1 Albonectria rigidiuscula
Albonectria rigidiuscula CCCT 17.130 ITS D066 100,0 100,0 KU377446.1 Albonectria rigidiuscula
Albonectria rigidiuscula CCCT 17.25 ITS D066 100,0 99,8 KU377446.1 Albonectria rigidiuscula
Albonectria rigidiuscula CCCT 17.26 ITS CBS 113.25 100,0 99,8 MH854804.1 Albonectria rigidiuscula
Albonectria rigidiuscula CCCT 17.38 ITS INBi0:2816C 100,0 99,8 KR534720.1 Albonectria rigidiuscula
Albonectria rigidiuscula CCCT 17.84 ITS D066 100,0 99,8 KU377446.1 Albonectria rigidiuscula
Aspergillus flavus CCCT 17.139 ITS MH485381 100,0 99,8 MH485381.1 Aspergillus flavus
Bionectria aff. ochroleuca CCCT 17.61 ITS ROG-2010 100,0 100,0 HQO022466.1 Bionectria aff. ochroleuca
Bionectria aff. ochroleuca CCCT 17.71 ITS ROG-2010 100,0 99,8 HQO022466.1 Bionectria aff. ochroleuca
Bionectria aff. ochroleuca CCCT 17.98 ITS ROG-2010 100,0 99,8 HQO022466.1 Bionectria aff. ochroleuca
Bionectria byssicola CCCT 17.102 ITS AE-2013 100,0 100,0 KF746152.1 Bionectria sp.
Bionectria byssicola CCCT 17.52 ITS AE-2013 100,0 99,6 KF746152.1 Bionectria sp.
Bionectria byssicola CCCT 17.60 ITS AE-2013 100,0 100,0 KF746152.1 Bionectria sp.
Bionectria pseudochroleuca CCCT 17.35 ITS Papochf 04 100,0 100,0 HQ731632.1 Bionectria sp.
Cladosporium halotolerans CCCT 17.133 ITS STG-91 100,0 100,0 MK?265717.1 Cladosporium halotolerans
Clonostachys rosea CCCT 17.127 ITS CBS 187.94 100,0 100,0 MHB862458.1 Clonostachys rosea
Clonostachys rosea CCCT 17.132 ITS CBS 187.94 100,0 100,0 MH862458.1 Clonostachys rosea
Clonostachys rosea CCCT 17.135 ITS CBS 187.94 100,0 100,0 MHB862458.1 Clonostachys rosea
Clonostachys rosea CCCT 17.137 ITS CBS 187.94 100,0 100,0 MHB862458.1 Clonostachys rosea
Clonostachys rosea CCCT 17.138 ITS CBS 187.94 100,0 100,0 MH862458.1 Clonostachys rosea
Clonostachys rosea CCCT 17.20 ITS Cr0814M 100,0 1000,0 KP670432.1 Clonostachys rosea
Clonostachys rosea CCCT 17.45 ITS X136 100,0 1000,0 MK304073.1 Clonostachys rosea
Colletotrichum gigasporum CCCT 17.80 ITS AHGB10_3A 100,0 99,6 MH267871.1 Colletotrichum sp.
Colletotrichum gigasporum CCCT 17.81 ITS AHGB10_3A 100,0 99,6 MH267871.1 Colletotrichum sp.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU377446.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=85A91C9U014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HQ731632.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85CD6V5N015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK265717.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85CDXB71015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH862458.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=85CKWDFW015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH862458.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=85CKWDFW015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH862458.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=85CKWDFW015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH862458.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=85CKWDFW015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH862458.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=85CKWDFW015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP670432.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=85D1PU0B015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH267871.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85DRD0KD015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH267871.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85DRD0KD015

Colletotrichum siamense CCCT 17.121
Colletotrichum siamense CCCT 17.122
Colletotrichum siamense CCCT 17.79

Colletotrichum siamense CCCT 17.83

Curvularia lunata CCCT 17.11
Curvularia lunata CCCT 17.12
Curvularia lunata CCCT 17.77
Curvularia sp. CCCT 17.73
Curvularia sp.CCCT 17.23

Daldinia eschscholtzii CCCT 17.15
Daldinia eschscholtzii CCCT 17.51
Daldinia eschscholtzii CCCT 17.72
Diaporthe citri CCCT 17.194
Diaporthe citri CCCT 17.36
Diaporthe sp. CCCT 17.21
Diaporthe sp. CCCT 17.39
Diaporthe sp. CCCT 17.56
Diaporthe sp. CCCT 17.58
Diaporthe/Phomopsis CCCT 17.124
Diaporthe/Phomopsis CCCT 17.129
Diaporthe/Phomopsis CCCT 17.131
Diaporthe/Phomopsis CCCT 17.134
Diaporthe/Phomopsis CCCT 17.75
Diaporthe/Phomopsis CCCT 17.94
Fungal sp. CCCT 17.17

Fusarium concolor CCCT 17.109

ITS
ITS
ITS

ITS

ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS

BH23
LFITO2
SC12e

BH23

E12
CL16-754
QH-CL1
KJCC1219
KJCC1219
084_04 01
INBi0:137B
INBi0:137B
CBS 199.39
CBS 199.39
B16.795
CBS 133180
CCR4424
CCR4424
TS-104
TS-104
CCR4423

ARIZ:PS0673

B114.539
LGMF1616
TK996
HCH-79

100,0
100,0
100,0

100,0

100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
99,0

99,0

100,0
99,0

100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
99,0

100,0
100,0

100,0
100,0
100,0

100,0

100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
99,8
99,8
100,0
99,4
99,8
99,2
99,2
99,6
99,6
100,0
100,0
100,0
99,4
99,0
99,8
99,8
99,8

MH700456.1
MK299421.1
MG461659.1

MH700456.1

MH183196.1
MH845438.1
KR815445.1
MF038179.1
MF038179.1
MK224454.1
KU204494.1
KU204494.1
KC343051.1
KC343051.1
MG870508.1
NR_111862.1
MF070237.1
MF070237.1
MG832524.1
MG832524.1
MF070237.1
KU977877.1
MG870469.1
MG976419.1
KF436105.1
MK307655.1

Colletotrichum
gloeosporioides
Colletotrichum siamense
Colletotrichum
gloeosporioides
Colletotrichum
gloeosporioides
Curvularia lunata

Curvularia lunata
Curvularia lunata
Curvularia sp.
Curvularia sp.
Daldinia eschscholtzii
Daldinia eschscholtzii
Daldinia eschscholtzii
Diaporthe citri
Diaporthe citri
Diaporthe sp.
Diaporthe sp.
Diaporthe sp.
Diaporthe sp.
Diaporthe lithocarpus
Diaporthe lithocarpus
Diaporthe novem
Fungal sp.

Diaporthe sp.
Diaporthe sp.

Fungal endophyte
Fusarium sp.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH700456.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85DV8VXJ015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK299421.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85DWCCH4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG461659.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85E28GJM014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH700456.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85DV8VXJ015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH183196.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85EABADS015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH845438.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85EASHGJ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KR815445.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85EH8PZS014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF038179.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85ET8Z0U014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF038179.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85ET8Z0U014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK224454.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85F2FV5B014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU204494.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85F3SWH7015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU204494.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85F3SWH7015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC343051.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85FBJCFY014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC343051.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85FBJCFY014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG870508.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=85FJN2SJ015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_111862.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=20&RID=85FKEM47015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF070237.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85FZS830014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF070237.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85FZS830014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG832524.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85G12EWF015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG832524.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85G12EWF015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU977877.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=882X1JMR015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG870469.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85GCV2R7015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG976419.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85GEBRRM015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF436105.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85H5B9AA015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK307655.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85H061EA014

Fusarium concolor CCCT 17.111
Fusarium concolor CCCT 17.112
Fusarium concolor CCCT 17.113
Fusarium concolor CCCT 17.114
Fusarium concolor CCCT 17.116
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Hypoxylon monticulosum CCCT 17.30

Lasiodiplodia sp. CCCT 17.74
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT996027.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85H4CWJ5015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK307656.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=85HA57BY015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK307656.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=85HA57BY015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC847983.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=85HFR5K5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU978422.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=85HGKETK014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH855479.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85HY352U015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC847985.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85HZRNDN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH855479.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85HY352U015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF435602.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=85J9A86G015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH855479.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85HY352U015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC847983.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=85HFR5K5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH855479.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85HY352U015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC847985.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85HZRNDN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_144930.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=85JP5UK6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_144930.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=85JP5UK6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC847985.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85HZRNDN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG976238.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=88508ZXP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT184393.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88512P0Z015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH153780.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=8857VVD9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT184393.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=885ACC9S014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK307655.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=8858KG36015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG747470.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85M0EBCA015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG388093.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=885FEVFS014
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Pestalotiopsis microspora CCCT 17.14

ITS
ITS
ITS
ITS
ITS

ITS

ITS

ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS

CBS 164.96
L1
CBS 164.96
EB1101
UAMH 10746

11G28

LC7044

A302
F5
F5
UM 299
UM 299
UM 299
AQ14
Herb-1450
erchab
AHF6
AHF6
CBS 126809
CBS 126809
CBS 368.48
LQ122406
ISOL31
ISOL31
ISOL31
ISOL31

100,0
100,0
100,0
100,0
100,0

100,0

100,0

100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0

100,0
100,0
100,0
99,3
99,5

100,0

100,0

100,0
100,0
100,0
99,0
99,6
99,8
100,0
99,8
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
99,8
99,8
100,0
100,0

NR_111174.1
MK542377.1
NR_111174.1
KT956124.1
GU980698.1

LC387826.1

KX986095.1

MK247676.1
EF564154.1
EF564154.1
JX966550.1
JX966550.1
JX966550.1

MH884155.1
KT289556.1
MK?288153.1
MK530518.1
MK530518.1
MHB864240.1
MH864240.1
MH856397.1

MK120574.1
MK120574.1
MK120574.1
MK120574.1

Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lentinus swartzii
Mycoleptodiscus indicus
Fungal sp.

Nigrospora camelliae-
sinensis

Nigrospora oryzae
Nigrospora sp.
Nigrospora sp.
Nigrospora oryzae
Nigrospora oryzae
Nigrospora oryzae
Nigrospora sp.

Fungal sp.

Penicillium citrinum
Penicillium citrinum
Penicillium citrinum
Penicillium citrinum
Penicillium citrinum

Penicillium rolfsii var. rolfsii

Peroneutypa scoparia

Pestalotiopsis microspora
Pestalotiopsis microspora
Pestalotiopsis microspora
Pestalotiopsis microspora


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_111174.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=85NAVN01014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK542377.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=85NJ6J64015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_111174.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=85NAVN01014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT956124.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85NYN0FE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU980698.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=85PA0MAT015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH003377.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85P4JSJY014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK247676.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85PGN0PW015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF564154.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85PHA5NG015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF564154.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85PHA5NG015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX966550.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85PS9430014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX966550.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85PS9430014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX966550.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85PS9430014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH884155.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85PYYYTW014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT289556.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88251UT2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK288153.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85R6TRFD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK530518.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85R7EK2M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK530518.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85R7EK2M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH864240.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=15&RID=85R6TRFD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH864240.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=15&RID=85R6TRFD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH856397.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85RDTM9W014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK120574.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85RFAHM0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK120574.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85RFAHM0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK120574.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85RFAHM0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK120574.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85RFAHM0015
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG820124.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=85T6549R01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP133195.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=7&RID=85TCFGNM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX355829.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85TFM8PP01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX355829.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85TFM8PP01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG748659.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85TZ5VF001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU377473.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85TZTD8W01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU377473.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85TZTD8W01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK120854.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=85UKJM4V01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ831919.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85U9CM2P01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ831919.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85U9CM2P01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ831907.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85UA9VNK01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK120119.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85UYGXJ901R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG026635.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85V0RTB701R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG026635.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=85V0RTB701R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH630052.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=85V9WUEM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH630052.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=85V9WUEM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH630052.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=85V9WUEM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH630052.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=85V9WUEM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LT558731.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=889FNS7Y014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF661529.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=889MUU8Y015
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LT594404.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=889NBTN4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LT594404.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=889NBTN4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LT594404.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=889NBTN4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH109158.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=88M8UEWD01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HM054127.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88A8GZAU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HM054127.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88A8GZAU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF358150.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=88A9H1WV015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF871165.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88AKR5NV014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF101422.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88AMH1YN014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF687867.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=88AN1UXH015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY021263.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88AZ4N92014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX578818.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88B01EPD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX578818.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88B01EPD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU935840.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88BZCSV6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX578818.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88B01EPD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX578818.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88B01EPD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH101515.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=88F5KJEY01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ761037.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88F603JH01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ761037.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88F603JH01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ761037.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88F603JH01R

Diaporthe sp. CCCT 17.75

Diaporthe sp. CCCT 17.21

Diaporthe sp. CCCT 17.94
Fungal sp. CCCT 17.17

Fusarium concolor CCCT 17.109
Fusarium concolor CCCT 17.111
Fusarium concolor CCCT 17.112
Fusarium concolor CCCT 17.113
Fusarium concolor CCCT 17.114
Fusarium concolor CCCT 17.116
Fusarium concolor CCCT 17.120
Fusarium concolor CCCT 17.123

Fusarium concolor CCCT 17.123

Fusarium concolor CCCT 17.29
Fusarium concolor CCCT 17.42
Fusarium concolor CCCT 17.43
Fusarium concolor CCCT 17.53
Fusarium concolor CCCT 17.66
Fusarium concolor CCCT 17.76
Fusarium concolor CCCT 17.19
Fusarium solani CCCT 17.34
Fusarium solani CCCT 17.48
Fusarium solani CCCT 17.85
Gloeostereum incarnatum CCCT 17.108
Lasiodiplodia sp. CCCT 17.74

D1/D2

D1/D2

D1/D2
BenA
TEF1-a
TEF1-a
TEF1-a
TEF1-a
TEF1-a
TEF1-a
TEF1-a
TEF1-a

BenA

TEFl-a
TEF1-a
TEFl-a
TEFl-a
TEF1-a
TEFl-a
TEF1-a
TEF1-a
TEFl-a
TEF1-a
D1/D2
TEF1-a

STRI:ICBG-
TK1304
STRI:ICBG-
TK1304

F1896
1SO67
NRRL 52927
NRRL 52927
NRRL 52927
NRRL 52927
NRRL 52927
NRRL 52927
NRRL 52927
NRRL 52927

BCCM/IHEM:

19748
NRRL 52927
NRRL 52928
NRRL 52929
NRRL 52929
NRRL 52929
NRRL 52929
NRRL 52929
NRRL 25100
NRRL 25100
NRRL 52778

ST3332
AM-2017a

100

100

100
90
100
100
100
100
100
100
100
100

100

100
100
100
100
100
100
100
100
96

96

100
87

100

100

100
86
96
97
95
96
97
97
96
95

94

96
96
96
96
96
96
97
100
99
95
98
99

KF436125.1

KF436125.1

KU747834.1
KY407791.1
JF740869.1
JF740869.1
JF740869.1
JF740869.1
JF740869.1
JF740869.1
JF740869.1
JF740869.1

KJ125965.1

JF740869.1
JF740869.2
JF740869.3
JF740869.3
JF740869.3
JF740869.3
JF740869.3
JF740727.1
JF740727.1
JF740846.1
AF141637.1
KX528570.1

Fungal endophyte

Fungal endophyte

Phomopsis sp.
Didymella glomerata
Fusarium concolor
Fusarium concolor
Fusarium concolor
Fusarium concolor
Fusarium concolor
Fusarium concolor
Fusarium concolor
Fusarium concolor

Fusarium concolor

Fusarium concolor
Fusarium concolor
Fusarium concolor
Fusarium concolor
Fusarium concolor
Fusarium concolor
Fusarium concolor
Fusarium solani
Fusarium solani
Fusarium solani
Gloeostereum incarnatum
Lasiodiplodia sp.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF436125.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88FUNGTU01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF436125.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88FUNGTU01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU747834.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88G0H48501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY407791.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=88G0WB4F01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF740869.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88G1CUAS01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF740869.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88G1V1JF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF740869.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88G1V1JF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF740869.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88G1V1JF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF740869.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88G1V1JF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF740869.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88G1V1JF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF740869.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88G1V1JF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF740869.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88G1V1JF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ125965.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88GYA00X014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF740869.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88G1V1JF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF740869.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88G1V1JF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF740869.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88G1V1JF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF740869.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88G1V1JF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF740869.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88G1V1JF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF740869.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88G1V1JF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF740869.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88G1V1JF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF740727.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88H988EZ015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF740727.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88H988EZ015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF740846.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88HNVDTA015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF141637.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88HP6WHC014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX528570.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88HRPKNB014

Nigrospora camelliae-sinensis CCCT
17.90
Nigrospora sp. CCCT 17.57

Nigrospora sp. CCCT 17.16
Penicillium citrinum CCCT 17.06
Penicillium citrinum CCCT 17.96
Phomopsis phaseoli CCCT 17.46
Phomopsis phaseoli CCCT 17.46

Phyllosticta ericarum CCCT 17.27

Polyporales sp. CCCT 17.104
Polyporales sp. CCCT 17.105

Polyporales sp. CCCT 17.110

Bt2b LC7044
BenA LC7312
BenA LC7312

BenA MUT 3500
BenA MUT 3500
TEF1l-a BRIP 55662c

D1/D2 ERV08

TEFL., GZAAS6.1250
TEFl-«  ME-OC-11
TEFL-a T1
AFTOL-ID
TEF1-a e

99

100
100
100
100
61

100

88

93
97

98

100

89
89
100
100
89
99

99

84
83

87

KY019600.1

KY019618.1
KY019618.1
MH047317.1
MH047317.1
KJ197245.1
MK182365.1

KR025451.1

HQ188384.1
X94913.2

DQ028603.1

Nigrospora camelliae-
sinensis

Nigrospora sphaerica
Nigrospora sphaerica
Penicillium citrinum
Penicillium citrinum
Phomopsis phaseoli

Diaporthe longicolla

Phyllosticta ericarum

Phanerochaete chrysosporium

Schizophyllum commune

Trametes versicolor
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY019600.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88K3U2R501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY019618.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=88K4EWJA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY019618.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=88K4EWJA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH047317.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88KCYEUM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH047317.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88KCYEUM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ197245.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88KDRUAT01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK182365.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=88KM7FDG01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KR025451.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88KMMU6101R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HQ188384.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88KMZX6R01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/X94913.2?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=88KP2TBP01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/DQ028603.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=88P92BMH014

6) Tabela suplementar 4. Macromorfologia de fungos endofiticos com descri¢do da coloracdo e diametro das col6nias obtidas de Paullinia
cupana var. sorbilis provenientes do Amazonas/ Brasil.

o Coloragcéo da coldnia fungica? Diametro
Cédigo CCCT Concleoes da
e cultivo Frente centro Frente borda Verso colonia

(mm)
CCCT 17.101 BDA 25 Gley 1 White 8 Gley 1 White 8 Hue 2.5Y Olive Yellow 6.8 82
CCCT 17.102 BDA 25 Hue 2.5Y Pale Yellow 8.2 Hue 2.5Y White 8.1 Hue 2.5Y Yellow 8.6 41
CCCT 17.103 BDA 25 Hue 2.5Y Pale Yellow 8.3 Hue 2.5Y Pale Yellow 8.3 Hue 2.5Y Yellow 7.8 80
CCCT 17.104 BDA 25 Hue 5Y White 8.1 Hue 5Y White 8.1 Hue 5Y White 8.1 85
CCCT 17.105 BDA 25 Hue 5Y White 8.1 Hue 5Y White 8.1 Hue 5Y White 8.1 85
CCCT 17.106 BDA 25 Hue 2.5Y White 8.1 Hue 2.5Y Pale Yellow 8.3 Hue 2.5Y Yellow 7.6 33
CCCT 17.107 BDA 25 Hue 5Y Pale Yellow 7.3 Hue 5Y White 8.1 Hue 5Y Pale Yellow 7.3 70
CCCT 17.108 BDA 25 Hue 5Y White 8.1 Hue 5Y White 8.1 Hue 5Y Pale Yellow 8.2 31
CCCT 17.109 BDA 25 Hue 7.5Y Pinkish White 8.2 Hue 7.5Y White 8.1 Hue 7.5Y Pink 7.3 75
CCCT 17.110 BDA 25 Hue 5.Y White 8.1 Hue 5.Y White 8.1 Hue 5.Y White 8.1 90
CCCT 17.111 BDA 25 Hue 5YR Pink 8.2 Hue 5YR Pinkish White 8.2 Hue 5YR Pink 8.4 85
CCCT 17.112 BDA 25 Hue 5YR Pink 8.2 Hue 5YR Pinkish White 8.2 Hue 5YR Pink 8.4 82
CCCT 17.113 BDA 25 Hue 5YR Pink 8.2 Hue 5YR Pinkish White 8.2 Hue 5YR Pink 8.4 42
CCCT 17.114 BDA 25 Hue 5YR Pink 8.2 Hue 5YR White 8.1 Hue 5YR Pink 8.4 80
CCCT 17.116 BDA 25 Hue 7.5Y Pinkish White 8.2 Hue 7.5Y White 8.1 Hue 7.5Y Pink 7.3 82
CCCT 17.117 BDA 25 Hue 5YR Pink 8.4 Hue 5YR Pink 8.2 Hue 5YR Pink 8.4 79
CCCT 17.118 BDA 25 Gley 1 White 8 Gley 1 White 8 Hue 2.5Y Olive Yellow 6.8 28
CCCT 17.120 BDA 25 Hue 5YR Pink 8.2 Hue 5YR Pinkish White 8.2 Hue 5YR Pink 8.4 84
CCCT 17.121 BDA 25 Gley 1 Light Grey 7 Gley 1 White 8 Gley 1 Gray 6 85
CCCT 17.122 BDA 25 Gley 1 White 8 Gley 1 White 8 Gley 1 Light Grey 7 83
CCCT 17.123 BDA 25 Hue 5YR White 8.1 Hue 5YR White 8.1 Hue 5YR Pinkish White 8.2 85



CCCT 17.124
CCCT 17.125
CCCT 17.126
CCCT 17.127
CCCT 17.129
CCCT 17.130

CCCT 17.131

CCCT 17.132
CCCT 17.133
CCCT 17.134
CCCT 17.135
CCCT 17.137
CCCT 17.138
CCCT 17.139

CCCT 17.140

CCCT 17.141

CCCT 17.142

CCCT 17.29

CCCT 17.30

BDA 25
BDA 25
BDA 25
BDA 25
BDA 25
BDA 25

BDA 25

BDA 25
BDA 25
BDA 25
BDA 25
BDA 25
BDA 25
BDA 25
MEA 25
CYA 25
CYA 37

MEA 25
CYA 25
MEA 25
CYA 25
MEA 25

CYA 25
BDA 25

Hue 2.5Y Light Gray 7.1
Hue7.5R Reddish Yellow 7.6
Hue 2.5Y Pale Yellow 83
Hue 7.5YR White 8.1
Hue 7.5YR White 8.1
Hue 2.5Y Light Gray 7.1

Hue 7.5YR Pink 8.4

Hue 2.5Y Light Gray 7.1
Hue 5YR White 8.1
Hue 5Y Gray 5.1
Hue 2.5Y Pale yellow 7.3

Hue 7.5YR Pinkish White 8.2

Hue 2.5Y White 8.1
Hue 7.5YR White 8.1
Hue 2.5Y White 8.1
Gley 1 Grayish green 5.2
Gley 1 Pale green 7.2

Gley 1 Grayish green 5.2
Gley 1 Pale green 7.2
Gley 1 Grayish green 5.2
Gley 1 Pale green 7.2
Gley 1 Grayish green 5.2

Gley 1 Pale green 7.2
Hue 5YR Pink 8.2

Hue 5y White 8.1
Hue 10R Pinkish White 8.2
Hue 2.5Y White 8.1
Hue 7.5YR White 8.1
Hue 7.5YR White 8.1
Hue 5YR White 8.1

Hue 5YR Pinkish Gray 6.2

Hue 2.5Y Gray 5.1
Hue 5YR White 8.1
Hue 5Y Olive Gray 4.2
Hue 2.5Y White 8.1
Hue 7.5YR White 8.1
Hue 2.5Y White 8.1
Hue 7.5YR White 8.1
Gley 1 Pale green 7.2
Gley 1 Grayish green 5.2
Hue 2.5Y White 8.1
Gley 1 light greenish gray
8.1
Gley 1 White 8
Gley 1 light greenish gray
8.1
Gley 1 White 8
Gley 1 light greenish gray
8.1

Gley 1 White 8
Hue 5YR Pinkish White 8.2

Hue 2.5Y Light Gray 7yl
Hue 7.5R Reddish Yellow 7.6
Hue7.5R Reddish Yellow 7.6
Hue 7.5YR Pinkish White 8.2
Hue 7.5YR Pinkish White 8.2

Hue 2.5Y Light Gray 7.1
Hue 5YR Dark Reddish Brown
3.4

Hue 2.5Y Dark Olive Brown 3.3
Hue 2.5Y Pale Yellow 8.2
Hue 5Y Black 2.5.1
Hue 2.5Y Pale yellow 7.3
Hue 7.5YR Pinkish White 8.2
Hue 2.5Y Yellow 8.6
Hue 7.5YR Pinkish White 8.2
Hue 2.5Y Pale yellow 8.3
Hue 2.5Y Pale yellow 8.3
Hue 2.5Y Pale yellow 8.3

10R Red 5.8
10R Light red 6.6
10R Red 5.8
10R Light red 6.6
10R Red 5.8

10R Light red 6.6
Hue 5YR Pink 8.4

30
32
40
43
43
85

39

83
41
22
70
42
46
36
60
60
48

48
42
48
42
48

42
70

81



CCCT 17.31
CCCT 17.32
CCCT 17.33
CCCT 17.34
CCCT 17.35
CCCT 17.36

CCCT 17.37

CCCT 17.38
CCCT 17.39
CCCT 17.40

CCCT 17.41
CCCT 17.42

CCCT 17.43

CCCT 17.44
CCCT 17.45
CCCT 17.46

CCCT 17.48

CCCT 17.47

CCCT 17.49

CCCT 17.50
CCCT 1751

CCCT 17.50

BDA 25
BDA 25
BDA 25
BDA 25
BDA 25
BDA 25

BDA 25

BDA 25
BDA 25
BDA 25

BDA 25
BDA 25

BDA 25

BDA 25
BDA 25
BDA 25

BDA 25

BDA 25
BDA 25

BDA 25

MEA 25
CYA 25
CYA37

Hue 5YR Pink 8.2
Hue 5Y White 8.1
Hue 5Y Pale Yellow 8.3
Gley 1 Greenish Gray 6.1
Hue 5Y Pale Yellow 8.3

2.5Y White 8.1

Hue 5Y White 8.1+ Hue 5Y
Olive 5.3

Hue 2.5Y Pale Yellow 7.4

HuelOYR Very Pale Yellow 8.3
Hue 2.5Y Light Olive Brown
5.3
2.5Y White 8.1
Gley 1 White 8

Hue 2.5Y Light Olive Brown
5.3

Hue 5Y White 8.1
Gley 1 Light Gray 7
Hue 5Y White 8.1

Hue 2.5Y Light Olive Brown
5.3

Hue 5Y White 8.1
Hue 5Y White 8.1

Hue 2.5Y Light Olive Brown
5.3

Gley 1 Grayish green 5.2
Gley 1 Grayish green 5.2
N&o cresceu

Hue 5YR Pinkish White 8.2
Hue 5Y White 8.1
Hue 5Y Pale Yellow 8.3
Gley 1 Greenish Gray 6.1
Hue 5Y Pale Yellow 8.3
2.5Y White 8.1

Hue 5Y White 8.1

Hue 2.5Y Pale Yellow 7.4

HuelOYR White 8.1
Hue 2.5Y Light Olive Brown
5.3
2.5Y White 8.1
Gley 1 White 8

Hue 2.5Y Light Yellowish
Brown 6.3

Hue 5Y White 8.1
Gley 1 Light Gray 7

Hue 5Y White 8.1

Hue 2.5Y Light Yellowish
Brown 6.3

Hue 5Y White 8.1
Hue 5Y White 8.1

Hue 2.5Y Light Yellowish
Brown 6.3

Hue 2.5Y White 8.1
Hue 5Y Pale Yellow 8.3

Hue 5YR Pink 8.4
Hue 5Y Pale Yellow8.2
Hue 5Y Pale Yellow 8.4
Gley 1 Dark Greenish Gray 4.1
Hue 5Y Pale Yellow 8.4
5Y Pale yellow 8.3

Hue 5Y Olive 5.3

Hue 2.5Y Dark Grayish Brown
4.2

HuelOYR Yellowish Brown
Hue 5Y Olive 5.3

2.5Y Pale yellow 8.3
Gley 1 White 8

Hue 5Y Olive Gray 4.2

Hue 5Y Pale Yellow 8.2
Gley 1 Greenish Black2.5.1
Hue 5Y Yellow 8.6

Hue 5Y Olive Gray 4.2

Hue 5Y Pale Yellow 8.2
Hue 5Y Pale Yellow 8.3

Hue 5Y Olive Gray 4.2
Hue 2.5Y White 8.1

Hue 10YR Very pale brown 8.3
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CCCT 1751
CCCT 17.53
CCCT 17.54
CCCT 17.55

CCCT 17.56

CCCT 17.57

CCCT 17.58

CCCT 17.59
CCCT 17.60

CCCT 17.61

CCCT 17.62
CCCT 17.63

CCCT 17.64

CCCT 17.65
CCCT 17.66
CCCT 17.56
CCCT 17.67
CCCT 17.68
CCCT 17.69

CCCT 17.70

CCCT 17.71

BDA 25
BDA 25
BDA 25

BDA 25
MEA 25
CYA 25
CYA 37
BDA 25
BDA 25

BDA 25

MEA 25
CYA 25
BDA 25
BDA 25

BDA 25

BDA 25
BDA 25
BDA 25
BDA 25
BDA 25
BDA 25
MEA 25
CYA 25
MEA 25

Hue 2.5Y 5.3 Light Olive Brown

Hue 2.5Y White 8.1

Gley 1 White 8 + Gley 1 N 2.5
Black

Hue 5Y Pale Yellow 7.3
Gley 1 Grayish green 5.2
Gley 1 Grayish green 5.2
N&o cresceu
Hue 2.5Y Pale Yellow 8.2
Gley 1 White 8

Gley 1 Greenish Gray 6.1

Gley 1 Pale green 8.2
Gley 1 Grayish green 4.2
Hue 2.5Y White 8.1
Hue 5Y White 8.1

Gley 1 Light Greenish Gray 7.1

Gley 1 Light Gray 7
Gley 1 White 8
Gley 1 Light Greenish Gray 8.1

Hue 5Y Pale Yellow 8.2

Hue 5Y Pale Olive 6.4

Hue 5Y White 8.1

Gley 1 Pale green 8.2
Gley 1 Grayish green 4.2
Gley 1 Grayish green 5.2

Hue 2.5Y 5.3 Light Olive
Brown

Hue 2.5Y White 8.1

Gley 1 White 8+ Gley 1 N
2.5 Black

Hue 5Y White 8.1
Gley 1 Grayish green 5.2
Hue 5Y Pale Yellow 8.3

Hue 2.5Y White 8.1
Gley 1 White 8

Gley 1 White 8

Gley 1 White 8
Gley 1 Grayish green 4.2
Hue 2.5Y White 8.1
Hue 5Y White 8.1

Gley 1 Light Greenish Gray
7.1

Gley 1 Light Gray 7
Gley 1 White 8
Hue 5Y White 8.1
Hue 5Y Pale Yellow 8.2
Hue 5Y White 8.1
Hue 5Y White 8.1
Gley 1 White 8
Gley 1 Grayish green 4.2
Hue 2.5Y White 8.1

Hue 2.5Y Dark Grayish Brown
4.2

Hue 2.5Y Pale Yellow 8.3

Hue 2.5Y Pale Yellow 8.2 +
Gley 1 N 2.5 Black

Hue 5Y Pale Yellow 7.3
Hue 10YR Pale red 6.3
Hue 5Y White 8.1

Hue 2.5Y White 8.1
Gley 1 White 8

Hue 2.5Y Olive Brown 4.4

Gley 1 White 8
Hue 10YR Very Pale brown 8.2
Hue 2.5Y Pale Yellow 8.3
Hue 5Y White 8.1

Gley 1 Very Dark Gley 3

Gley 1 Greenish Black2.5.1

Hue 2.5Y Olive Brown 4.4

Gley 1 Greenish Black2.5.1
Hue 5Y Pale Yellow 8.4

Hue 5Y Olive 4.4
Hue 5Y Pale Yellow 8.3
Gley 1 White 8
Hue 10YR Very Pale brown 8.2

Hue 2.5Y Pale yellow 8.3

67
42
75

82
23
21

85
85

85

29
21
44
60

85

90
85
85
55
79
74
29
21
19
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CCCT 17.72
CCCT 17.73

CCCT 17.74
CCCT 17.75

CCCT 17.76
CCCT 17.77
CCCT 17.78

CCCT 17.79

CCCT 17.80
CCCT 17.81

CCCT 17.82

CCCT 17.83
CCCT 17.84
CCCT 17.85
CCCT 17.86
CCCT 17.06

CCCT 17.07

CCCT 17.08
CCCT 17.09
CCCT 17.10

CYA 25
CYA37
BDA 25

BDA 25

BDA 25
BDA 25

BDA 25
BDA 25
BDA 25

BDA 25

BDA 25
BDA 25

BDA 25

BDA 25
BDA 25
BDA 25
BDA 25
BDA 25
MEA 25
CYA 25
BDA 25
BDA 25
BDA 25

Gley 1 Light gray 7
N&o cresceu
Hue 2.5Y White 8.1

Gley 1 Greenish Gray 6.1
Gley 1 Greenish Gray 6.1

Gley 1 White 8

Hue 2.5Y Pale yellow 8.2
Gley 1 Greenish Gray 6.1
Gley 1 Greenish Gray 6.1

Gley 1 White 8 Gley 1 White 8
Gley 1 White 8 + Hue 5Y Light .
Olive Gray 6.2 Gley 1 White 8

Hue 5Y White 8.1
Gley 1 Light Greenish Gray

Hue 5Y White 8.1
Gley 1 Light Greenish Gray 7.1

7.1
Hue 2.5Y Light Olive Brown 5.3 ¢ #°Y Light Olive Brown
Hue 2.5Y Pale Yellow 8.2 Gley 1 White 8
Hue 5Y Olive 4.3 Hue 5Y Olive 4.3
Gley 2 Greenish Gray 6.1 Gley 1 White 8

Hue 5Y White 8.1
Gley 1 White 8.1

Hue 5Y White 8.1
Gley 2 Greenish Gray 5.1

Gley 1 Light Grey 7 Gley 1 White 8
Hue 2.5Y Pale Yellow 7.3 Hue 2.5Y Pale Yellow 7.3

Gley 1 White 8 Gley 1 White 8

Gley 1 Pale green 8.2 Gley 1 White 8

Gley 1 Grayish green 4.2
Hue 5Y Pale Yellow 7.3
Gley 1 Light Greenish Gray 8.1
Gley 1 Greenish Gray 6.1

Gley 1 Grayish green 4.2
Hue 5Y White 8.1
Hue 5Y White 8.1

Gley 1 White 8

Hue 2.5Y Pale yellow 8.3

Hue 2.5Y Pale yellow 8.3

Gley 2 Very Dark Bluish Gray
3.1

Gley 1 Black2.5
Gley 1 Light Greenish Gray 8.1

Hue 5Y Pale Olive 6.3

Hue 5Y Pale Yellow 8.3

Gley 2 Very Dark Bluish Gray
3.1

Hue 10YR Yellowish Brown 5.8

Hue 2.5Y Pale yellow 8.2
Hue 5Y Olive 4.3

Gley 2 Greenish Gray 5.1+Gley
1 White 8

Hue 5Y Pale Yellow 8.4
Gley 2 Bluish Gray 5.1
Gley 1 Light Grey 7
Hue 2.5Y Pale Yellow 7.4
Gley 1 White 8
Gley 1 White 8
Hue 10YR Very Pale brown 8.2
Hue 5Y Pale Yellow 7.3
Gley 1 Greenish Black2.5.1
Gley 1 Greenish Gray 5.1

15

55
65

62
85

48
84
74

85

85
80

66

33
85
15
73
84
29
21
83
84
29

84



CCCT17.11
CCCT 17.12

CCCT 17.13

CCCT 17.14
CCCT 17.194

CCCT 17.15

CCCT 17.16

CCCT 17.17
CCCT 17.18

CCCT 17.19

CCCT 17.20
CCCT 17.21
CCCT 17.22
CCCT 17.23
CCCT 17.24
CCCT 17.25
CCCT 17.26
CCCT 17.27

CCCT 17.28

CCCT 17.87

CCCT 17.88

BDA 25
BDA 25

BDA 25

BDA 25
BDA 25

BDA 25

BDA 25

BDA 25
BDA 25
MEA 25
CYA 25
BDA 25
BDA 25
BDA 25
BDA 25
BDA 25
BDA 25
BDA 25
BDA 25

BDA 25

MEA 25
CYA 25
MEA 25

Hue 5Y White 8.1
Gley 1 Light Greenish Gray 7.1

Gley 1 Very Dark Grayish Green

5Y White 8.1

Hue 5Y Pale Yellow 8.2

Hue 5Y White 8.1+ Hue 5Y
Olive 5.3

Gley 1 Greenish Gray 6.1

Gley 1 White 8
Gley 1 Gray 6
Hue 2.5Y White 8.1
Gley 1 Light Greenish Gray 8.1
Hue 5Y White 8.1
Hue 5Y White 8.1
Hue 5Y Olive 5.4
Hue 5YR Pink 8.3
Gley 1 Greenish black 2.5.1
Hue 2.5Y Gray 6.1
Hue 5YR Reddish brown 5.3

Hue 5YR Reddish brown 5.3

Gley 2 Very dark greenish gray
3.1

Gley 1 Pale green 8.2
Gley 1 Grayish green 4.2
Hue 5Y White 8.1

Hue 5Y White 8.1

Gley 1 Light Greenish Gray
7.1
Gley 1 Very Dark Grayish
Green

5Y White 8.1
Hue 5Y White 8.1

Hue 5Y White 8.1

Gley 1 Greenish Gray 6.1

Gley 1 White 8
Gley 1 White 8
Hue 2.5Y Pale yellow 8.2
Gley 1 White 8
Hue 5Y White 8.1
5Y White 8.1
Hue 5Y Pale yellow 7.3
5YR White 8.1
Gley 1 Greenish black 2.5.1
Hue 2.5Y White 8.1
Hue 5YR Pink 8.4

Hue 5YR Pink 8.4
Gley 2 Very dark greenish
gray 3.1
Gley 1 White 8
Gley 1 Grayish green 4.2

Hue 5Y White 8.1

Hue 5Y Pale Yellow 8.4

Gley 2 Very Dark Bluish Gray
3.1

Gley 1 Greenish Black 2.5.1

5Y Pale yellow 8.3
Hue 5Y Pale Yellow 8.3

Hue 5Y Olive 5.3

Gley 2 Very Dark Bluish Gray
3.1

Hue 5Y Pale yellow 8.2
Gley 1 Dark greenish gray 4.1
Hue 2.5Y Yellow 8.2
Hue 2.5Y Pale yellow 8.2
Hue 5Y Pale Yellow 8.2
Hue 5Y Yellow 8.6
Hue 5Y Olive 4.3
Hue 5YR Pink 8.3
Gley 1 Greenish black 2.5.1
Hue 2.5Y Gray 6.1
Hue 5YR Reddish brown 5.3
Hue 5YR Reddish brown 5.3

Gley 1 Greenish black 2.5.1

Gley 1 White 8
Hue 10YR Very Pale brown 8.2
Hue 5Y Pale Yellow 8.2

90
58

83

85
83

84

65

NO
86
85
85
80
42
85
36
85
81
38
28

37
29

85

85



CYA 25 Gley 1 Pale green 6.2 Gley 1 Grayish green 4.2 Gley 1 White 8 85
CYA 37 N&o cresceu
CCCT 17.89 MEA 25 Gley 1 Pale green 8.2 Gley 1 White 8 Gley 1 White 8 29
CYA 25 Gley 1 Grayish green 4.2 Gley 1 Grayish green 4.2 Hue 10YR Very Pale brown 8.2 21
CCCT 17.90 MEA 25 Gley 1 Pale green 8.2 Gley 1 White 8 Gley 1 White 8 29
CYA 25 Gley 1 Grayish green 4.2 Gley 1 Grayish green 4.2 Hue 10YR Very Pale brown 8.2 21
CCCT 17.91 BDA 25 Hue 5Y Dark gray 4.1 Hue 5Y White 8.1 Hue 5Y Dark gray 4.1 85
CCCT 17.92 BDA 25 Gley 1 Very dark gray 3 Gley 1 Dark gray 4 Gley 1 Black 2.5 90
CCCT 17.93 BDA 25 Hue 2.5Y White 8.1 Hue 2.5Y White 8.1 Hue 2.5Y Pale yellow 8.3 47
CCCT 17.94 BDA 25 Gley 1 Very dark gray 3 Gley 1 Very dark gray 3 Gley 1 Black 2.5 85
CCCT 17.95 BDA 25 Gley 1 Very dg.rll< greenish gray 2.5Y Vberrglv\iir?;lfzgrayish 2.5Y Very dar?’klzgrayish brown 75
MEA 25 Gley 1 Grayish green 5.2 Gley 1 Grayish green 5.2 Hue 2.5Y Pale yellow 8.3 23
CC%???.% CYA 25 Gley 1 Grayish green 5.2 Hue 5Y Pale Yellow 8.3 Hue 2.5Y Pale yellow 8.3 21
CYA 37 N&o cresceu
840R1 MEA 25 Gley 1 Pale green 8.2 Gley 1 White 8 Gley 1 White 8 29
CCCT 17.97 CYA 25 Gley 1 Grayish green 4.2 Gley 1 Grayish green 4.2 Hue 10YR Very Pale brown 8.2 21
MEA 25 Gley 1 Pale green 7.2 Gley 1 Pale green 7.2 Hue 2.5Y Pale yellow 8.3 74
CC%;??;.% CYA 25 Hue 2.5Y Pale yellow 8.3 Hue 5Y White 8.1 Hue 2.5Y Pale yellow 8.3 77
CYA 37 Gley 1 Grayish green 5.2 Gley 1 Grayish green 5.2 Hue 2.5Y Pale yellow 8.3 70
CCCT 17.99 BDA25 Hue 2.5Y White 8.1 Hue 2.5Y Pale yellow 8.2 Hue 2.5Y Pale yellow 8.3 75
CCCT 17.100 BDA 25 Hue 5Y White 8.1 Hue 5Y White 8.1 Hue 5Y Pale yellow 8.3 83
CCCT 17.101 BDA 25 Hue 2.5Y Pale yellow 8.3 Hue 2.5Y Pale yellow 8.3 Hue 2.5Y Pale yellow 8.4 80

1’Cores da Carta de Munsell; 2 BDA 25 - crescimento da col6nia fangica em meio de cultura Batata Dextrose Agar a 25 °C/7dias, MEA 25 - Malte Extrato
Agar a 25 °C/7d, CYA 25 - Czapek Agar Autolisado de Levedura a 25 °C/7d, CYA 37 — 25 °C/7d.



Tabela suplementar 5. Micromorfologia de fungos endofiticos de Paullinia
cupana var. sorbilis provenientes do Amazonas/ Brasil.

Fungos endofiticos* Condicdes de cultivo Compcl:’(i)rgledr:gg (um) LafgolTrlgl(ojm)
Albonectria rigidiuscula SNA 25 7-11(8) 2-3(2)
Aspergillus flavus MEA 25 3-4 (3) 4-5 (4)
Aspergillus pseudonomius MEA 25 3-5(4) 4-6 (5)
Aspergillus sydowii MEA 25 2-3(2,5) 2-5(3)
Aspergillus versicolor MEA 25 1-2(2) 2-4 (3)
Bionectria aff. ochroleuca BDA 25 2-4 (3) 1-1 (1)
Bionectria byssicola BDA 25 2-4 (3) 1-2 (1)
Bionectria pseudochroleuca BDA 25 2-3(2) 1-2(2)
Cladosporium halotolerans BDA 25 1-5(3) 1-2 (2)
Clonostachs rosea BDA 25 2-3(3) 1-1(2)
Colletotrichum gigasporum BDA 25 8-11 (9) 3-4 (3)
Colletotrichum siamense BDA 25 11-18 (15) 3-4 (3)
Curvularia lunata BDA 25 8-10 (9) 3-6 (4)
Daldinia eschscholtzii BDA 25 2-4 (3) 1-2(1)
Fusarium concolor SNA 25 2-4 (3) 1-1(1)
Fusarium polyphialidicum SNA 25 3-6 (5) 1-2 (2)
Fusarium solani SNA 25 5-13 (10) 2-3(2)
Neopestalotlop3|s BDA 25 8-12 (9) 20 — 28 (25)
clavispora
Penicillium citrinum MEA 25 1-3(2) 1-2 (2)
Penicillium rolfsii MEA 25 2-3(2) 1-2(2)
Pestalotiopsis microspora BDA 25 3-4(4) 10-12 (11)
Simplicillium lanosoniveum BDA 25 1-2 (1) 1-1 (1)
Talaromyces amestolkiae MEA 25 2-3(2) 1-2 (2)
Tinctoporellus epimiltinus BDA 25 1-2 (1) 1-1 (1)

*exceto Mycelia sterilia.
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Tabela suplementar 6. indice enzimatico de fungos endofiticos de folhas de Paullinia cupana var. sorbilis — Amazonas/ Brasil.

Cddigo CCCT

indice enzimatico (IE)

Codigo CCCT

Indice enzimatico (IE)

Amilase  Celulase  Pectinase  Protease Lipase Amilase  Celulase  Pectinase  Protease  Lipase
CCCT 17.29 0,71¢ 0,93¢ 0,93°¢ CCCT 17.53 0,619 1,14°¢ 0,94 ¢
CCCT 17.30 1,22° CCCT 17.54 0,77f 1,25°
CCCT 17.31 1,22° 0,831 CCCT 17.55 1,15°¢ 1,672 0,82" 0,90°¢
CCCT 17.32 0,88° 0,34f 0,71f CCCT 17.56 0,161 0,781 0,831
CCCT 17.33 0,831 CCCT 17.57 0,39" 1,32° 0,99f 0,91¢
CCCT 17.34 0,689 0,43f 0,881 CCCT 17.58 0,65¢ 0,831
CCCT 17.35 0,87¢ 1,00°¢ 1,144 0,44 CCCT 17.59 1,20°¢ 1,34° 1,007
CCCT 17.36 0,35" 1,01°¢ 0,98f 0,821 CCCT 17.60 0,981 0,93°¢
CCCT 17.37 0,55¢ 042f 0,90°¢ CCCT 17.61 0,599 1,08°¢
CCCT 17.38 0,97 ¢ 1,18°¢ 0,98f 0,70°f CCCT 17.62 0,75f
CCCT 17.39 0,92°¢ CCCT 17.63 0,96 ¢ 0,94°¢
CCCT 17.40 5582 0,861 CCCT 17.64 0,559 1,12°¢ 0,851
CCCT 17.41 0,629 1,12°¢ 0,92°¢ CCCT 17.65 111°¢ 0,68f
CCCT 17.42 0,70¢ 1,10°¢ 0,949 091¢ CCCT 17.66 1,01°¢ 0,98°
CCCT 17.43 0,30 " 0,69° 1,08¢ 0,25k CCCT 17.67 0,89¢ 1,12°¢ 1,00
CCCT 17.44 0,89° 1,08°¢ 1,09? 0,501 0,26 CCCT 17.68 0,669 1,04°¢ 1,08? 0,90¢ 0,71f
CCCT 17.45 0,90° 1,01°¢ 0,47" CCCT 17.69
CCCT 17.46 0,83¢ 0,05' 0,89°¢ CCCT 17.70 1,04 ¢ 1,24° 0,27 % 041"
CCCT 17.47 0,88¢ 0,99°¢ 1,02f CCCT 17.71 1,29° 0,99f 0,841
CCCT 17.48 1,00°¢ 1,03f 0,851 CCCT 17.72 0,90° 0,881
CCCT 17.49 1,22°¢ 0,77 ¢ CCCT 17.73 0,34
CCCT 17.50 0,95¢ 1,532 CCCT 17.74 0,55¢
CCCT 1751 0,85¢ 1,29° 0,24« CCCT 17.75 0,121 1,01°¢ 0,93°
CCCT 17.52 0,96 ¢ 1,34° CCCT 17.76 0,66 1,03°¢ 0,95¢ 0,93°¢



Continuagdo

CCCT 17.77 0,32" 0,97°¢ CCCT 17.20 1,08° 1,45° 0,84¢
CCCT 17.78 CCCT 17.21 0,699 1,03° 0,451 0,79 ¢
CCCT 17.79 0,77°¢ CCCT 17.22 0,83° 1,01°

CCCT 17.80 1,18% CCCT 17.23 0,74f 0,38f 0,66 0,36
CCCT 17.81 0,64°¢ 1,169 0,90°¢ CCCT 17.24 0,519 0,68 "
CCCT 17.82 0,89 ¢ 1,65% CCCT 17.25 0,97 ¢ 0,74°¢ 0,68f
CCCT 17.83 0,80 ¢ 0,899 0,48" CCCT 17.26 0,67°¢ 1,142 0,94°9 0,87¢
CCCT 17.84 1,622 0,559 CCCT 17.27 0,86 °© 0,41f 0,49"
CCCT 17.85 021! 0,87 ¢ 0,78 " 0,24 CCCT 17.28 1,33"

CCCT 17.86 0,26 " 1,11°¢ CCCT 17.87 0,98¢ 0,87¢ 0,98°
CCCT 17.06 1,02¢ 1,10°¢ 0,06' CCCT 17.88 0,80°¢
CCCT 17.07 1,02¢ 0,89 ¢ 0,98 0,73f CCCT 17.89 0,98¢ 1,532 1,232 1,26 0,67f
CCCT 17.08 0,15' 0,149 0,74°¢ CCCT 17.90 1,02°¢ 1,007 0,85¢
CCCT 17.09 1,03 ¢ 0,71° 0,69 CCCT 17.91

CCCT 17.10 0,89°¢ 0,94¢9 CCCT 17.92 0,93°¢ 1,09°¢ 0,899 0,51°¢
CCCT 17.11 0,77 1,32° CCCT 17.93 0,93°¢ 1,06 ¢ 0,27 X

CCCT 17.12 CCCT 17.94 0,98°
CCCT 17.13 1,05¢ 0,46 " CCCT 17.95 1,89 1,26 0,81°
CCCT 17.14 0,77 0,62 °¢ 1,08% 0,73! 0,90°¢ CCCT 17.96 0,72f

CCCT 17.194 0,98°¢ 0,70 CCCT 17.97 0,97 ¢ 1,06 ¢

CCCT 17.15 0,81f 0,88 ¢ CCCT 17.98 1,08 ¢ 1,05°¢ 1,10° 0,88¢
CCCT 17.16 1,35° CCCT 17.99 0,96 ¢

CCCT 17.18 0,97 ¢ 0,97°¢ 0,26 X CCCT 17.100 1,22°¢ 1,07°¢ 1,14 ¢

* Média de trés repeticBes — Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo se diferem entre si pelo teste Scott Knott (p <0.05). Os valores de indice enzimatico representam a
relacdo entre a média do halo de degradacéo e o diametro da col6nia.
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Tabela suplementar 7. indice enzimético de fungos endofiticos de sementes de Paullinia
cupana var. sorbilis — Amazonas/ Brasil.

indice enzimatico (IE)

Codigo CCCT - - -
Amilase  Celulase  Pectinase = Protease  Lipase

CCCT 17.101 0,92° 0,90¢

CCCT 17.102 0,90° 1,49°

CCCT 17.103 0,97° 1,029

CCCT 17.104 0,461 0,33¢

CCCT 17.105 0,15¢

CCCT 17.106 0,80°¢ 1,17°¢

CCCT 17.107 0,77°¢ 0,97¢ 0,959 1,012
CCCT 17.108 0,79°¢ 1,284 0,11°¢
CCCT 17.109 0,83°¢ 2,23 1,05¢ 0,902
CCCT 17.110 0,84°¢ 1,059
CCCT17.111 1,00¢ 0,66 ¢
CCCT 17.112 0,90° 0,98°¢ 0,68°¢
CCCT 17.113 0,35¢ 1,03¢ 0,67°¢
CCCT 17.114 0,524 1,03¢ 0,912
CCCT 17.116 0,89° 1,049 0,68°¢
CCCT 17.117 0,431 091" 0,902
CCCT 17.118 0,84° 1,76% 0,46 ¢
CCCT 17.120 0,91° 0,32¢ 1,039 0,65°¢
CCCT17.121 0,91° 0,13/ 0,49¢
CCCT 17.122 1,01¢ 0,999 0,76
CCCT 17.123 0,141 0,77°
CCCT 17.124 1,03 ¢ 0,82°
CCCT 17.125 1,09 0,62°
CCCT 17.126 1,112 1,52° 0,55¢
CCCT 17.127 0,95° 0,77¢ 1,54° 0,59°¢
CCCT 17.129 0,67°¢ 0,731 0,912
CCCT 17.130

CCCT 17.131 0,55¢ 1,029 0,912
CCCT 17.132 0,67¢ 1,014 1,15¢ 0,44 ¢
CCCT 17.133 1,152 0,79¢ 1,34¢ 0,85°
CCCT 17.134 0,14°¢ 0,25° 1,16 ¢ 0,962
CCCT 17.135 1,00° 0,73¢ 1,39°¢ 0,62°¢
CCCT 17.137

CCCT 17.17 0,83°¢ 0,86° 0,58°¢
CCCT 17.138 0,81¢ 0,89¢ 141° 0,58°¢
CCCT 17.139 1,012
CCCT 17.140 0,78°¢ 1,09f 0,11¢
CCCT 17.141 0,902
CCCT 17.142 0,381 0,88¢ 1,09f

* Média de trés repeticdes — Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo se diferem entre si pelo
teste Scott Knott (p <0.05). Os valores de indice enzimatico representam a relacdo entre a média do halo
de degradacdo e o diametro da col6nia.



Tabela suplementar 8. Antagonismo de fungos endofiticos de Paullinia cupana
var. sorbilis contra o patégeno Colletotrichum guaranicola ap6s 14 dias.

Endodfitos Origem? Média Ri? ICM?® Halo (mm)
CCCT 17.59 F MBZ871 64,1 18,48 bcd 10,18
CCCT 17.70 F MBZ871 68,3 13,23 ¢ 9,74 %
CCCT 17.88 F MBZ300 57,7 26,61 3 8,65
CCCT 17.96 F MAO871 64,9 17,41 bed 5,52 ¢
CCCT 17.50 F_MAO300 64,8 17,60 bed 5,52 bed
CCCT 17.06 F MBZ871 64,9 17,52 bed 5,14 bed
CCCT 17.55 F MBZ871 67,8 13,84 ¢ 4,74 <
CCCT 17.28 F MBZ300 51,4 34,6 % 4,23
CCCT 17.53 F MAO871 47,4 39,792 4,20
CCCT 17.84 F MAO300 65,6 16,68 b< 3,66 ¢
CCCT 17.141 S _MBZ300 61,4 22,00 abcd 3,41¢
CCCT 17.89 F MAO300 53,1 32,58 ¢ 3,27 ¢
CCCT 17.11 F MBZ300 60,2 23,53 3 2,29 ¢
CCCT 17.69 F MAQO300 66,7 15,28 « 1,41¢

1F = Folha, S = Semente, MAO = Manaus, MBZ = Maués, 300 = Cultivar suscetivel a antracnose (BRS300),
871 = Cultivar resistente (BRS871); 2 Ri = crescimento do patdgeno pareado com o enddfito; 2 Inibicdo do
Crescimento Micelial (ICM) — Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tuckey (p <0.05).
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17. Concluséao geral

Os fungos endofiticos cultivaveis do guarana que compde a comunidade
microbiana pertencem a 26 distintos géneros, e a microbiota é primordialmente formada
por membros de Colletotrichum e Fusarium. A diversidade foi maior na cultivar
suscetivel BRS300 e no municipio de Manaus. Tanto a composi¢do como a diversidade
sdo influenciadas pela localizacdo geografica e gendtipo da planta. Os fungos sédo
proliferos produtores de enzimas, antraquinonas e 14 endofitos foram capazes de

antagonizar o principal patégeno da cultura in vitro.
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