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RESUMO

Fungos endofiticos sdo microrganismos que habitam os tecidos internos de plantas durante todo o seu
ciclo de vida ou parte dele, sem causar dano aparente a hospedeira. Esses fungos estdo presentes em
todas as plantas j& estudadas até o momento, e sdo utilizados no biocontrole de fungos
fitopatogénicos, na producéo de enzimas extracelulares e de metabolitos secundarios de interesse
biotecnologico. Estudos com espécies do género Hevea tém demostrado uma grande diversidade de
fungos endofiticos principalmente associados as folhas. O objetivo deste estudo foi investigar a
diversidade de fungos endofiticos de clones de seringueira e o seu potencial para biocontrole de
fitopatdgenos e producdo de enzimas extracelulares. Os fungos foram isolados de folhas sadias de 3
clones de seringueira, a identificacdo molecular dos isolados foi feita pelo sequenciamento da regido
do rDNA (ITS). Os enddfitos selecionados foram testados em ensaios de cultura dupla contra os
fitopatogenos C. cassiicola e Colletotrichum sp. e avaliados quanto a producdo de amilase, celulase,
lipase e protease. As anélises dos dados foram realizadas no software R. Foram isolados 269 fungos
endofiticos pertencentes a 47 OTUs e 22 géneros, sendo Colletotrichum e Diaporthe os mais
abundantes nos trés clones. Foi observado que o clone C44 apresentou maior riqueza e diversidade
em relacdo aos demais. Dos fungos endofiticos selecionados para o teste de antagonismo, 85,29%
inibiram o crescimento C. cassiicola e 95,09% inibiram o crescimento de Colletotrichum sp. Os
isolados 158C e 1A (Cophinforma atrovirens e néo identificado) apresentaram maior eficiéncia na
inibicdo dos fitopatdgenos testados. A sintese das enzimas foi positiva para lipase (69,6%), amilase
(67,6%), celulase (33,3%) e protease (20,6% %). Os melhores indices enzimaticos foram observados
para amilase e lipase, [E>2. Com este estudo foi possivel conhecer as comunidades de fungos
endofiticos nos diferentes clones. O clone C44 apresentou maior diversidade e riqueza de espécies.
Os isolados obtidos a partir dos clones de seringueira apresentaram um bom potencial antimicrobiano
e enzimatico, podendo ser amplamente testados na industria, bem como atuarem no controle de

fitopatogenos.

Palavras-chave: biodiversidade, antagonismo, indice enzimatico
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ABSTRACT

Endophytic fungi are microorganisms that inhabit the internal tissues of plants throughout their life
cycle or part of it, without causing apparent damage to the host. These fungi are present in all plants
studied so far, and are used in the biocontrol of phytopathogenic fungi, in the production of
extracellular enzymes and secondary metabolites of biotechnological interest. Studies with species of
the genus Hevea have shown a great diversity of endophytic fungi mainly associated with leaves. The
aim of this study was to investigate the diversity of endophytic fungi from rubber tree clones and their
potential for biocontrol of phytopathogens and production of extracellular enzymes. The fungi were
isolated from healthy leaves of 3 rubber tree clones, the molecular identification of the isolates was
done by sequencing the rDNA region (ITS). The selected endophytes were tested in double culture
assays against phytopathogens C. cassiicola and Colletotrichum sp. and evaluated for the production
of amylase, cellulase, lipase and protease. Data analysis was performed using the R software. 269
endophytic fungi belonging to 47 OTUs and 22 genera were isolated, with Colletotrichum and
Diaporthe being the most abundant in the three clones. It was observed that clone C44 presented
greater wealth and diversity in relation to the others. Of the endophytic fungi selected for the
antagonism test, 85.29% inhibited C. cassiicola growth and 95.09% inhibited the growth of
Colletotrichum sp. Isolates 158C and 1A (Cophinforma atrovirens and unidentified) showed greater
efficiency in inhibiting the phytopathogens tested. The enzyme synthesis was positive for lipase
(69.6%), amylase (67.6%), cellulase (33.3%) and protease (20.6%%). The best enzyme indices were
observed for amylase and lipase, IE>2. With this study it was possible to know the communities of
endophytic fungi in the different clones. Clone C44 showed greater diversity and species richness.
The isolates obtained from the rubber tree clones showed good antimicrobial and enzymatic potential,
which can be extensively tested in the industry, as well as acting in the control of phytopathogens.

Words-Key: biodiversity, antagonism, enzyme index
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1 INTRODUCAO

A seringueira (Hevea brasiliensis) é uma arvore perene decidua da familia Euphorbiaceae,
nativa de regibes tropicais da América do Sul, especialmente da Amazonia e areas adjacentes
(Priyadarshan, 2017). As espécies desse género sdo consideradas importantes devido a producéo de
latex, principal fonte de borracha natural no mundo (Chandrasekhar et al., 2007). Diversos estudos
com H. Brasiliensis demonstram uma grande diversidade de fungos endofiticos, incluindo classes e
espécies novas (Chaverri e Gazis, 2011; Gazis et al., 2012; Gazis e Chaverri, 2010a), e que estes
constituem um grupo de microrganismos de interesse para obtencdo de novas moléculas com
potencial biotecnoldgico (Rodriguez, Gonzalez e Rodriguez Giordano, 2016).

Os fungos endofiticos sdo microrganismos que colonizam os tecidos internos das plantas sem
causar dano aparente (Schulz e Boyle, 2005). As arvores tropicais possuem grande diversidade de
fungos endofiticos que sdo amplamente distribuidos nos seus tecidos, e sua comunidade é
influenciada por fatores como composicéo floristica do ambiente, condi¢cbes ambientais e da distancia
geogréfica entre os sitios (Vaz et al., 2018).

Os fungos endofiticos podem desenvolver uma relacdo simbidtica mutualista com a
hospedeira, onde os fungos fornecem protecdo contra patdgenos e herbivoros, bem como maior
resisténcia contra fatores abidticos que causam estresse na planta, e a planta por sua vez fornece
abrigo e nutrientes aos fungos endofiticos (Backman e Sikora, 2008; Yu et al., 2018). Nesse contexto,
estudos tém demonstrado que fungos endofiticos sdo capazes de reduzir o crescimento de
fitopatdgenos, produzindo moléculas de efeito antagbnico (Gonzalez-Teuber, 2016), sendo
considerados uma alternativa para uso no controle biolégico e/ou reducdo do uso de produtos
quimicos nas culturas, uma vez que os fungicidas quando usados incorretamente podem se tornar
toxicos ao meio ambiente, prejudicar a saude humana, além do alto custo de aquisi¢cdo (Rathod et al.,
2013). Os mecanismos envolvidos no controle biolégico de fitopatdgenos por fungos endofiticos
incluem antibiose, competicdo por nutrientes e espaco, inducdo de resposta de defesa e
micoparasitismo (Zhang et al., 2014).

Além dos beneficios as hospedeiras contra fatores bidticos e abidticos, os fungos endofiticos
também tém sido explorados para sintese de metabolitos secundérios e enzimas, para producao de
novos produtos naturais com aplicagcbes que compreendem desde a agricultura até a remediacdo
ambiental, biomedicina, energia e biocatalise (Chapla, Biasetto e Araujo, 2013). Esses
microrganismos tem capacidade para produzir numerosas enzimas extracelulares, como amilases,

celulases, lacases, pectinases e proteinases (Sunitha et al., 2012), e esta capacidade faz parte do seu
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mecanismo para suplantar as respostas de defesa da hospedeira contra a invasdo microbiana e/ou para
obter nutrientes do solo (Tan e Zou, 2010).

Estudos que visem a producéo de enzimas por fungos endofiticos sdo de suma importancia,
pois fornecem informacdes sobre o potencial biotecnolégico desses microrganismos, aléem do
entendimento do papel funcional desses microrganismos na planta hospedeira (Svedese et al., 2012).
Este trabalho teve como objetivo explorar as comunidades de fungos endofiticos foliares de trés
clones de Hevea sp. e avaliar o potencial para biocontrole de fungos fitopatogénicos e producdo de

enzimas extracelulares.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Importéncia da seringueira

A seringueira pertence a familia Euphorbiaceae, uma grande familia com cerca de 300 géneros
e 7.500 espécies (Priyadarshan, 2017). Dentro desta familia destaca-se o género Hevea, composto por
11 espécies: H. brasiliensis, H. guianensis, H. benthamiana, H. pauciflora, H. spruceana, H.
microphyla, H. rigidifolia, H. nitida, H. camporum, H. camargoana, e H. paludosa que sdo as
principais fontes de borracha natural do mundo. O género Hevea ocupa toda a bacia do rio Amazonas,
estendendo-se também ao sul e ao norte do Brasil, Bolivia, Peru, Colémbia, Equador, Venezuela,
Guiana Francesa, Guiana e Suriname (Wicherley, 1992).

A seringueira ocupa um papel importante na economia mundial, pois é a principal fonte de
borracha natural (Nair, 2010; Wicherley, 1992). A borracha é obtida a partir de exsudatos de plantas
tropicais (borracha natural) ou derivado de petroleo e gas natural (borracha sintética). Na natureza a
borracha é sintetizada em 7 familias: Euphorbiaceae, Apocynaceae, Asclepiadaceae, Asteraceae,
Moraceae, Papaveraceae e Sapotaceae (Pallardy e Pallardy, 2008). No entanto, a principal fonte de
borracha natural no mundo nos dias atuais advém da seringueira, mais precisamente da espécie Hevea
brasiliensis, que € a espécie que mais produz latex de boa qualidade dentro do género Hevea
(Priyadarshan, 2017).

A borracha natural é considerada matéria-prima industrial essencial para produgéo de mais de
50.000 produtos (Priyadarshan, 2017). E usada para fabricar produtos fortes e resistentes, materiais
elasticos e resilientes, condutores e ndo condutores de eletricidade, amortecedores, montagem de
motores e outras maquinas, mangueiras para transportar gases e liquidos, artigos de vestuario para
proteger da chuva, artigos esportivos, cimentos, tintas, plasticos, produtores farmacéuticos, e, 0 mais
importante, fabricacdo de pneus, que é o ponto de venda de borracha mais importante e de uso
mundial (Hirata, Kondo e Ozawa, 2014).
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A borracha ganhou notoriedade na economia nacional a partir das exploragdes dos seringais
nativos da Amazonia no ano de 1841 (Gasparotto e Pereira, 2012). Nesse periodo o Brasil era o
principal produtor dessa commodity, sendo responsavel por 98% da producdo mundial (Costa et al.,
2001). No entanto, essa realidade mudou quando Alexander Wickham coletou 70.000 sementes da
regido do rio Tapajos no Alto Amazonas e transportou a cole¢do para o Jardim Botanico Kew em
1876, onde somente 2700 sementes germinaram e destas, um total de 1911 mudas foram enviadas
para o Jardim Botanico do Ceildo (Sri Lanka). Do Ceildo, as mudas foram enviadas para numerosas
localidades na Maléasia e outras localidades da Asia (Gongalves, Cardoso e Ortolani, 1990).

No final da segunda década do século XX, as plantaces dos britanicos no sudoeste asiatico
passaram a oferecer borracha natural ao mercado internacional em escala crescente e com precos
menores que o do Brasil, derrubando os pre¢os internacionais e levando a estagnacdo econdémica da
regido amazoénica que ndo tinha como competir com a producéo asiatica (Duarte Jr., 2015).

No Brasil, os primeiros plantios comerciais de seringueira iniciaram em 1927 na cidade de
Fordlandia no Para e em 1934 em Belterra PA, sob o comando de Henry Ford (Goncalves, Cardoso
e Ortolani, 1990). No entanto, as plantac6es de seringueira na Amazo6nia em sua grande maioria foram
dizimadas pelo fungo Pseudocercospora ulei (Hora Janior et al., 2014), patégeno altamente
ameacador devido a sua alta disseminacdo, capacidade de causar danos severos e seu dificil controle
(Gasparotto e Pereira, 2012). No ano de 1937, a companhia Ford iniciou 0s programas de cruzamentos
e enxertia de copas objetivando combinar alta producdo e resisténcia ao mal das folhas, através do
manejo silvicultural e genético combinados (Costa et al., 2001).

Devido ao insucesso dos plantios de seringueira na Amazonia, foram iniciados plantios de
seringueira fora do seu habitat natural, em S&o Paulo nos anos de 1917 e 1940, e na Bahia no ano de
1926 (Goncalves, Cardoso e Ortolani, 1990). Nesses locais a heveicultura é favorecida pelo clima
impréprio ao desenvolvimento do patdgeno P. ulei, causador da doenga conhecida como mal das
folhas, funcionando como zonas de escape da doenca (Gasparotto e Pereira, 2012; Rivano et al.,
2016).

A produco de borracha natural ocorre principalmente no sudeste da Asia (92%), Africa (6%)
e Ameérica Latina (2%). Os principais paises produtores sdo: Tailandia (37% da producdo mundial),
Indonésia, Malésia, india, China, Vietnd, Sri Lank, Brasil, Libéria, Costa do Marfim, Filipinas,
Camardes, Nigeéria, Camboja, Guatemala, Mianmar, Gana, Republica Democratica do Congo, Gabao,
Bangladesh, Laos e Nova Guiné (Priyadarshan, 2017). O Brasil contribui com cerca de 1% da

producdo mundial de borracha, sendo o Estado de Séo Paulo responsavel por 60% dessa producéao



A w N R

© 00 ~N o O

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

12

(Leal, Ramos e Pereira, 2018), enquanto que os estados de Mato Grosso , Minas Gerais, Goias, Rio
de Janeiro, Espirito Santo e Bahia correspondem com o restante da producéo do pais (Rivano et al.,
2016). Esses cultivos comerciais de seringueira sdo viabilizados por meio de clones altamente

produtivos e com resisténcia parcial ao P. ulei (Leal, Ramos e Pereira, 2018).

2.2 Fungos endofiticos

O termo endofitico foi descrito pela primeira vez por De Bary (1866), e refere-se a qualquer
microrganismo que habita o interior de uma planta, sendo distinto dos epifitos que vivem na superficie
das plantas (Carroll, 1988). Os endofiticos sdo conceituados como todos 0s microrganismos que
habitam 6rgéos vegetais que, em algum momento da sua vida, podem colonizar os tecidos internos
da planta sem causar danos aparentes ao hospedeiro (Petrini, 1991). Os fungos endofiticos tendem a
permanecer estéreis na planta e somente emergem para esporular na senescéncia da hospedeira ou
quando a planta esta estressada (Stone, Polishook e White, 2004).

Geralmente, ocorre uma grande diversidade de fungos endofiticos nos tecidos das plantas,
principalmente nas folhas que podem abrigar até um isolado por 2 mmz2 de tecido foliar, enquanto que
as espécies de plantas em suas areas nativas podem ser habitadas por milhares de espécies (Arnold et
al., 2003; Herre et al., 2007). Levando em consideracdo a alta diversidade de fungos endofiticos e a
probabilidade de que pelo menos duas espécies de fungos sdo especificas do hospedeiro por espécie
de planta, existiria no minimo entre 500.000 e 600.000 espécies enddfitas, assumindo que existam
entre 250.000 e 300.000 espécies de plantas em todo o mundo (Schmit e Mueller, 2007).

Em geral, apenas dois grupos de fungos endofiticos sdo reconhecidos: os Clavicipitaceos e 0s
ndo-Clavicipitaceos (Carroll, 1988). Os endofitos do grupo Clavicipitdceos compreendem os géneros
de ascomicetos Epicloe e Balansia e seus anamorfos Neotyphodium e Ephelis (Schulz e Boyle, 2005),
formam infeccdes intercelulares e sistémicas, quase que exclusivamente com as gramineas, sua
transmissdo é vertical, ou seja, as plantas maternas transmitindo os fungos para os seus descendentes
por meio de sementes (Rodriguez et al., 2009). Os fungos endofiticos pertencentes a esse grupo
geralmente aumentam a biomassa das plantas, conferem tolerancia a seca e produzem substancias
quimicas toxicas para 0s animais diminuindo a herbivoria (Clay, 1988).

Os fungos endofiticos do grupo ndo-Clavicipitaceos sdo altamente diversificados, sendo
representados, em sua maioria, por uma ampla gama de espécies de varias familias pertencentes ao
filo Ascomycota com papéis ecologicos diversos e muitas das vezes mal compreendido (Rodriguez

et al., 2009). Vaérios fungos desse grupo tém demonstrado estabelecer mutualismo com suas plantas
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hospedeiras, conferindo-lhes beneficios como tolerancia a estresses bidticos e abioticos, aquisi¢do de
nutrientes e aumento do crescimento e produtividade (Arnold et al., 2003).

Os fungos endofiticos foliares de arvores lenhosas sdo adquiridos do meio ambiente, sendo
transmitidos horizontalmente por meio de esporos que sdo liberados de folhas senescentes ou caidas,
0s quais podem ser disseminados por herbivoros e/ou por agentes abidticos como a chuva e o vento
(Rodriguez et al., 2009), e colonizam folhas recém molhadas formando uma comunidade
diversificada de fungos endofiticos (Saikkonen, 2007; Herre et al., 2005). Os fungos endofiticos que
colonizam os tecidos foliares sdo incapazes de serem dispersados para outras partes da planta, o que
torna a vida Gtil e o tempo de geracdo desses fungos limitados pela vida util das folhas da hospedeira
(Saikkonen, 2007).

As especies fungicas que sdo comumente isoladas de tecidos vegetais sadio pertencem aos
filos Glomeromycota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota e fungos mitosporicos (Guo, Huang
e Wang, 2008; Gunatilaka, 2006). No entanto, os fungos endofiticos que sd&o mais comumente
isolados pertencem ao filo Ascomycota, geralmente em sua fase anamorfica (Schulz et al., 1999).
Apesar da grande diversidade dos fungos endofiticos, sua populacdo pode estar sendo subestimada,
uma vez que os métodos utilizados para isolar e cultivar esses fungos podem ser seletivos; alguns
endofitos ndo sdo cultivaveis; outros apresentam crescimento muito lento e acabam sendo superados
por aqueles de crescimento mais rapido; fungos com baixa frequéncia e/ou raros podem ndo ser
capturados pelo tamanho da amostragem, devido a sua baixa taxa de infeccdo nos tecidos das planta
ou sua ocorréncia irregular (Moricca e Ragazzi, 2008).

Segundo Kharwar et al., (2008) a maior diversidade de fungos endofiticos esta concentrada
nos tecidos foliares e ap6s a coleta do material vegetal, este deve ser processado o mais rapido
possivel, para evitar alteracGes na taxa de recuperagdo dos enddéfitos que sdo causadas por fatores
relacionados ao periodo de estocagem do material (Costa, Peixoto e Gusmao, 2015). Quanto a
fragmentacdo do material vegetal para recuperacdo dos endofitos é recomendada que este seja
triturado ou o tamanho dos fragmentos seja reduzido (Gamboa, Laureano e Bayman, 2003). Com
relacdo ao meio de cultura para o isolamento de fungos endofiticos, os meios contendo o extrato de
malte s&o os mais utilizados. No entanto, os meios BDA (Batata-Dextrose-Agar) e AO (Aveia e Agar)
constituem meios de cultura utilizados com sucesso no isolamento de fungos endofiticos (Bernstein
e Carroll, 1977; Ferreira Rodrigues, 1994).

Mais da metade dos fungos endofiticos cultivados em meios micolégicos comuns nao

produzem conidio ou esporos, por este motivo a identificacdo através de técnicas morfologicas
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comuns ndo sdo indicadas para esses fungos, devendo ser feita identificacdo molecular com base na
sequéncia da regido do espacador interno transcrito (ITS) da subunidade do grande gene rRNA, as
sequéncias dessa regido tém sido utilizadas como codigo de barras universal para discriminar géneros
de fungos (Corréa et al., 2014; Schoch et al., 2012).

2.3 Fungos endofiticos como agentes de controle bioldgico

As doencas de plantas, causadas por fungos, bactérias, nematoides, virus e protozoarios tem
grande efeito na agricultura, resultando em perdas diretas na producdo, que tem efeito acentuado
como consequéncia do aquecimento global (Suryanarayanan, Rajulu e Vidal, 2016; Oerke, 2006).

A aplicacdo de produtos quimicos (pesticidas e fungicidas) para controlar microrganismos na
agricultura pode render um efeito substancial sobre as perdas, contudo essa abordagem pode néo ser
favoravel ao meio ambiente, especialmente nos paises em desenvolvimento (Maxmen, 2013). Além
do mais, o0 uso continuo de agentes quimicos resulta no aumento da resisténcia de pragas e patdgenos
(Chow, Rahman e Ting, 2018). Nesse cenario, busca-se métodos de controle alternativos para esses
fitopatogenos afim de diminuir as perdas na producao de forma segura e eficaz, como alternativa o
controle biologico pode ser uma abordagem vidvel, uma vez que faz uso de organismos que
apresentam capacidade de inibir ou suprimir o crescimento de outros organismos (Card et al., 2016).

A interacdo dos fungos endofiticos com a planta hospedeira que surge como uma alternativa
interessante para a adaptacdo das plantas devido a grande quantidade desses microrganismos, sua
diversidade, onipresenca e ampla gama de fun¢des ecoldgicas que desempenham no ecossistema
natural, o que os tornam um valioso de agentes de controle biologico (Chadha et al., 2015). A
promocdo na salde das plantas hospedeiras devido a interagdo com fungos endofiticos reflete, ainda
uma aplicacdo significativa em agricultura sustentavel de baixo insumo com alta produtividade
(Mapelli et al., 2013).

As interacGes entre a planta e os fungos endofiticos podem variar de mutualista a antagonista,
dependendo de fatores como o tipo de transmissédo, idade da planta, nutrigdo, condigdes ambientais,
aleloquimicas, entre outras (Saikkonen, Saari e Helander, 2010). Essa interagéo é caracterizada ainda
como “antagonista balanceada”, que é um estado de equilibrio entre viruléncia fungica e 0 mecanismo
de defesa da planta (Moricca e Ragazzi, 2008).

Os fungos endofiticos habitam um nicho ecoldgico semelhante aquele ocupado por
fitopatdgenos, isso os possibilita protegerem a planta do ataque de fitopatdgenos através de
competicdo de nicho ecologico (colonizacdo rapida), e nutricdo (esgotamento dos limitados substratos

disponiveis), de modo que nenhum estaria disponivel para o desenvolvimento do patdgeno (Berg et
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al., 2005; Pal e Gardener, 2006). Além dessas, os enddfitos utilizam o hiperparasitismo e predacéo,
onde o patogeno é atacado diretamente por um endofito que o mata, como no caso do Trichoderma
que tem a capacidade de parasitar as hifas do patdgeno Rhizoctonia Solani (Tripathi et al., 2008).

Os fungos endofiticos também sdo capazes de produzir fumigantes e compostos
antimicrobianos que inibem o crescimento de fitopatdgenos (Mishra et al., 2014). Herre et al. ( 2005),
sugerem que grande parte da defesa do hospedeiro observada pode ser resultado dos endéfitos
fingicos estarem “guardando o seu territoério” de usurpadores em potencial.

Muitos estudos tém mostrado que os fungos endofiticos tem potencial como agentes de
controle biolégico. Em um estudo que buscou investigar a dindmica de interacdo entre endofito e
patdégeno em dendé, demonstrou que os endéfitos (Diaporthe phaseolorum, Trichoderma asperellum
e Penicillium citrinum) foram capazes de superar o patdgeno Ganoderma boninense em ensaios in
vivo (Chow, Rahman e Ting, 2018). Rocha et al. (2011) identificaram 13 fungos endofiticos que
apresentaram atividade inibitoria contra o P. ulei in vitro. Em um estudo realizado por Gonzélez-
Teuber (2016) os fungos endofiticos foliares de Embothrium coccineum foram capazes de inibir o

crescimento de patégenos fangicos em ensaios de confronto in vitro.

2.4 Potencial enzimético de fungos endofiticos

Os fungos endofiticos estdo sendo cada vez mais estudados por serem um grupo de
microrganismos que podem fornecer fontes para novos metabolitos secundarios com atividades
biol6gicas uteis. Uma série de principios ativos foi isolada e caracterizada a partir de enddéfitos e
muitos deles sdo anticancerigenos, antioxidantes, antifungicos, antibacterianos e antivirais (Rathod
et al., 2013; Sette et al., 2006).

Os fungos endofiticos apresentam uma alta capacidade para produzir enzimas extracelulares,
e.g amilases, celulases, lacases, lipases, pectinases e proteinases, que sdo essenciais nos processos de
biodegradacdo e hidrolise, que sdo mecanismos importantes contra infeccdo fitopatogénica e na
retirada de nutrientes das plantas hospedeiras pelos endofitos (Sunitha et al., 2012; Fouda et al.,
2015). O modo de nutricédo e a natureza diversa dos substratos que os diferentes grupos ecoldgicos de
fungos exploram para o crescimento ajudam na sua capacidade de empregar um conjunto
diversificado de enzimas extracelulares (Suryanarayanan et al., 2012).

As atividades enzimaticas extracelulares de fungos endofiticos ainda desempenham um papel
fundamental na degradacdo de polissacarideos e proteinas durante a senescéncia das plantas (Fouda,
Hassan, S. E. D., et al., 2015), e pode implicar em uma estratégia de resisténcia da planta hospedeira
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contra microrganismos patogénicos, e por outro lado, melhorar o estado nutricional das plantas (Lee,
Tan e Ting, 2014; Choi, Hodgkiss e Hyde, 2005).

Os fungos endofiticos tem potencial para produzirem um arsenal de biocatalizadores uma vez
que infectam os tecidos das plantas (folhas, caules, raizes, etc.), sobrevivem nesses tecidos e alguns
deles continuam a sobreviver nos tecidos senescentes como saprofitos, funcionando assim como
degradadores pioneiros (Choi, Hodgkiss e Hyde, 2005). Devido a esse estilo de vida os fungos
endofiticos tém que necessariamente elaborar uma variedade de enzimas para que durante a infeccéo
possa romper as barreiras do hospedeiro, combater as substancias quimicas de defesa das plantas para
sobreviver nos tecidos vegetais, e para degradar as paredes celulares de tecidos vegetais durante a
senescéncia para assim continuarem como saprofitos (Sun, Guo e Hyde, 2011; Fouda et al., 2015).

O papel funcional dos enddéfitos pode estar relacionado com o tipo de enzimas que eles
produzem, por isso € importante testar a capacidade desses microrganismos quanto a sua producao
enzimatica (Choi, Hodgkiss e Hyde, 2005). Se eles sdo parasitas fracos ou patdgenos latentes, eles
podem produzir pectinase e protease (Brett, 1990; Reddy, 1997), enquanto que se forem mutualistas
provavelmente produzirdo xilanase, mananase e celulase (Pointing, 1999).

Os microrganismos endofiticos sdo a fonte preferencial de enzimas em aplicacdes industriais,
essencialmente devido ao seu crescimento rapido e baixo custo em comparagdo com as enzimas
extraidas de animais e plantas (Laxman et al., 2005). Cerca de 60% das enzimas industriais usadas
atualmente sdo de origem fungica (Ostergaard e Olsen, 2010); sendo utilizadas em grande escala nas
mais diversas industrias, compreendendo indudstrias de tecidos (celulases), detergentes (proteases e
lipases), de alimentos (amilases, pectinases, proteases e celulases) e de couro (proteases e lipases)

(Nielsen e Oxenboll, 1998; Suryanarayanan et al., 2012).

2.5 Fungos endofiticos associados de Hevea spp.

A pesquisa com endofitos se intensificou nos ultimos anos, incluindo a catalogacao das espécies
ao estudo da interacdo entre enddfito/planta (Hyde e Soytong, 2008; Rodriguez et al., 2009; Tao et
al., 2008). No entanto, os estudos com endofiticos estdo mais voltados para plantas medicinais com
intuito de descobrir novos compostos (Mitchell et al., 2008). Alguns estudos feitos com espécies
tropicais comprovaram que 0s endofitos destas espécies constituem uma assembleia ecoldgica rica
em espécies de fungos e, portanto, devem ser mais enfatizados na busca de novas espécies,
metabolitos e na compreensdo do seu papel na natureza (Arnold e Lutzoni, 2007; Saikkonen, 2007,
Gazis e Chaverri, 2010).
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O maior estudo feito com fungos endofiticos de seringueira ocorreu no Peru, sendo conduzido
em especies silvestres de seringueira, e esse estudo demonstrou que embora haja uma maior
frequéncia de colonizacdo de fungos endofiticos nas folhas de seringueira (90%) em relacdo aos
tecidos do alburno (60%), a diversidade desses fungos € maior nos tecidos do alburno. Os fungos
endofiticos isolados nesse trabalho, em sua grande maioria, pertencem ao filo Ascomycota (97%),
mais comumente isolado, seguido dos filos Basidiomycota (1%) e Zygomycota (2%). Os géneros
predominantes foram Pestalotiopsis, Trichoderma e Penicillium (Gazis e Chaverri, 2010a).

Gazis e Chaverri (2015) em um estudo com centenas de fungos endofiticos de arvores
pertencentes ao género Hevea, realizado em arvores nativas e de plantagcdes, demostraram que as
espécies nativas possuem uma alta diversidade de espécies fungicas benéficas que podem contribuir
para a protecdo das hospedeiras contra patdgenos. Foram realizados testes de antagonismo in vitro
contra C. acutatum e C. gloeosporioides, onde os endofitos fungicos selecionados de arvores
silvestres tiveram um efeito inibitério superior (30-50%) quando comparado com os enddéfitos de
arvores de plantacao.

Rocha et al. (2011) isolaram fungos endofiticos foliares de clones de seringueira pertencentes
a uma plantacdo na Bahia, sendo este o primeiro relato de fungos endofiticos isolados de uma
plantagéo cultivada de Hevea. Esse trabalho demonstrou que o extrato de cultura liofilizadas de onze
fungos endofiticos foliares pertencentes a 7 géneros (Fusarium, Phomopsis, Giberella, Myrothecium,
Microsphaeropsis e Pestalotiopsis) apresentaram uma alta atividade inibitéria na germinacdo de
conidios de P. ulei, tornando-os candidatos promissores para o controle bioldgico.

Déon et al. (2012) investigaram a presenca de Corynespora cassiicola entre fungos
endofiticos de seringueira em uma plantacdo que ndo tinha o histérico da doenca, foram encontrados
apenas quatro isolados identificados como C. cassiicola e apenas trés desses isolados foram capazes
de induzir sintomas com diferentes intensidades na cultivar, portanto, C. cassiicola esta presente na
América do Sul como endofitico, podendo evoluir no seu estilo de vida, tornando-se saprofitico ou
até potencialmente patogénico.

Vaz et al. (2018) em um estudo multiescalar de comunidades fingicas cultiviveis da
endosfera foliar de H. brasiliensis na Amazo6nia oriental obteve um total de 210 isolados, onde a
espécie Colletotrichum sp. 1 foi a mais abundante em ambas as areas estudadas, seguida dos géneros
Clonostachys sp. 1 e Trichoderma sp. 1. A composi¢do da comunidade fungica apresentou diferenca
entre as regides estudadas, sendo a fonte fungica local o fator principal que contribuiu para essa

diferenca. Em um estudo de Aradjo et al. (2018), onde foi amostrado a diversidade dos fungos
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endofiticos cultivaveis de H. guianensis presentes nas folhas, caules e raizes foi isolado apenas 92
fungos, compostos majoritariamente pelo filo Ascomycota (96,73%). Nesse trabalho, o caule das
arvores de H. guianensis apresentaram a maior riqueza e diversidade de fungos, apesar de a maior
frequéncia desses fungos serem encontrada nas folhas, esses resultados corroboram com o resultado
encontrado por Gazis e Chaverri (2010). O género Colletotrichum sp. foi 0 género mais representativo
nesse estudo, sendo mais abundante nas folhas; o segundo género mais abundante nas folhas foi o

Penicillium seguido de Diaporthe.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
Estudar as comunidades de fungos endofiticos foliares de trés clones de Hevea spp. e avaliar o

potencial para biocontrole de fungos fitopatogénicos e producédo de enzimas extracelulares.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Estudar a diversidade de fungos endofiticos de seringueira associados a folhas de trés clones de
Hevea spp.

2) Investigar o potencial de antagonismo in vitro de fungos endofiticos de Hevea spp. contra
Corynespora cassiicola e Colletotrichum sp.

3) Avaliar a producédo de amilase, celulase, lipase e protease pelos fungos endofiticos de Hevea spp.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Coleta e isolamento de fungos endofiticos

A coleta do material vegetal foi realizada em um plantio de seringueira na Embrapa Amazonia
Ocidental, 02°53°49.1” S e 59°59°07.3” W, localizada na Rodovia AM-010, Km 29, municipio de
Manaus — AM. Trés individuos adultos dos clones CPAA C 06 (H. pauciflora x H. rigidifolia), 44
(H. Pauciflora (CNS AM 7745) x H. Rigidifolia (CNS AM 8105)) e 45 (H. guianensis var. marginata
x H. pauciflora Baldwin) foram amostrados aleatoriamente. Foram selecionados 20 foliolos sem
danos visiveis de cada clone para isolamento dos fungos endofiticos. Apos a lavagem em agua
corrente, foram retirados cinco fragmentos de 1 cm?, de cada foliolo e estes foram submetidos a
desinfestacdo superficial em alcool etilico a 70% por 30 s, hipoclorito de sédio a 1,5% por 2 min
seguido de trés lavagens com agua destilada. Como forma de controle negativo do procedimento de
desinfestacdo, uma aliquota de 100 ul de &4gua destilada utilizada na esterilizacdo foi plagueada em
placas de petri contendo BDA (200g Batata, 17g Dextrose, 17g Agar, 1L agua destilada) e incubadas
por 48 horas a +26° C.

Em cémara de fluxo laminar foram removidas as bordas dos fragmentos foliares
desinfestados, e cinco fragmentos de 0,5 cm? foram depositados de forma equidistante em placas de
petri contendo o meio de cultura &gar-agua (17 g de agar; 1 L de agua destilada). As placas foram
mantidas em camara B.O.D. por 24 a 48 horas. Apds o crescimento micelial dos fungos, estes foram
repicados para placas de petri contendo meio de cultura BDA suplementado com antibidtico
cloranfenicol 250 mg. L, e mantidos em temperatura ambiente ( 26 °C) sob iluminagio constante
para induzir a producédo de esporos.

Para manter a uniformidade genética, foram obtidas culturas monospéricas de cada isolado de
acordo com a metodologia de Choi, Hyde e Ho (1999). Os 269 (99 do clone C44, 86 do C06 e 84 do
C44) isolados obtidos foram preservados em tubos de ensaio contendo meio de cultura BDA inclinado
e pelo método Castellani (Castellani, 1968), em temperatura ambiente (+ 26 °C).

4.2 Caracterizacdo morfoldgica dos fungos endofiticos

Os isolados foram agrupados em morfotipos de acordo com as caracteristicas macroscépicas
das colbnias, como coloracdo e aspecto do miceélio, para posteriores ensaios bioldgicos. Para
observacao de estruturas reprodutivas foram preparados microcultivos e as laminulas contendo os
fragmentos dos fungos foram coradas com lactofenol e azul de algoddo (1%) e observadas sob

objetiva de 40X em microscépio Zeizz (Humber, 1994).
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4.3 Extragdo do DNA gendmico

O DNA gendmico foi obtido a partir de culturas monospéricas com dez dias cultivo em placas de
petri contendo BDA, seguindo o protocolo fenol cloroférmio (Doyle e Doyle, 1987). O micélio de
cada isolado foi removido da superficie da col6nia com o auxilio de uma espatula estéril, macerado
com nitrogénio liquido, homogeneizado com detergente CTAB (brometo de cetil-trimetilaménio) e
incubado & 65° C por 30 minutos. O DNA gendmico foi extraido com cloroférmio e alcool isoamilico
na proporcao de 24:1, precipitado com isopropanol, e lavado com etanol 75%. A ressuspensao foi
feita com agua ultrapura (30 pL).

A concentracdo e a qualidade dos DNAs extraidos foram determinadas em espectrofotdmetro
Nanodrop® 2000c (Thermo Fisher Scientific) através da razdo 260/280 nm, e em gel de agarose
(0,8%), usando como referéncia o marcador de peso fago lambda de 10 ng (PROMEGA). A
concentracdo final dos DNAs foi ajustada para 10 pg/ul e estes foram armazenados em freezer -20°

C para posterior uso.

4.4 PCR e Sequenciamento Sanger

A reacdo em cadeia de polimerase foi realizada para amplificacdo da regido genémica parcial
do espacador interno transcrito do rDNA (ITS), que € considerado o codigo de barras universal para
identificacdo molecular de fungos (Schoch et al., 2012). As amplificaces por PCR foram realizadas
para um volume final de 12 pl, contendo 1 pl de DNA, 2,4 ul de tamp&o incolor Go Taq® Flexi (5X),
0,8 ul de MgCl, (25 mM), 0,5 pl de dNTPs (10 mM), 0,5 pl de cada iniciador (10 puM), (ITS1F-
5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' / ITS4R-5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") (White et al.
1990), 0,12 pl da enzima Go Taq® DNA polimerase (Promega) e 6,18 pl de &gua ultrapura. Para
excluir a possibilidade de contaminacdo dos reagentes foram preparados controles negativos,
substituindo o DNA pela agua ultrapura utilizada no preparo da reacéo.

A reacdo de PCR foi realizada em termociclador Byosystem (MG96G) e as condig¢Oes
utilizadas para amplificacdo consistiram em um ciclo inicial a 94° C por 5 min, 40 ciclos de 95° C /1
min de desnaturacdo, 53° C / 1 min para anelamento, e 72° C / 1 min para extens&o, seguido de 72°
C/ 5 minutos para extensdo final e repouso a 4° C (Gazis e Chaverri, 2010). Os amplicons gerados
foram verificados em gel de agarose (1%) corados com Gel Red™ (Biotium), usando marcador de
peso molecular de 100 pares de base (Sinapse Biotecnologia).

Os produtos de PCR foram purificados com polietilenoglicol (PEG 20%) seguindo o protocolo
descrito por Dunn e Blattner (1987). Em seguida foi realizada a rea¢do de sequenciamento com o kit

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Thermo Fisher Scientific) para um volume final de 10
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pl, sendo 1,8 pL do Tampéo 5x, 0,4 uL da enzima BigDye, 0,2 pL do primer Foward (5uM), 5,6 pL
de 4gua Milli-Q e 2 pL de DNA. As condicdes da reacdo de sequenciamento foram 95 °C /1 min, 35
ciclosde 95°C/205s,55°C/20s,60°C/2mine4°C/ . Osprodutos da PCR foram precipitados
com EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) e etanol (EtOH) e ressuspendidos em 10 pL de
formamida Hi-Di. A leitura dos produtos obtidos nas reagbes de sequenciamento foi efetuada
utilizando o sequenciador automéatico ABI 3130, da Applied Biosystems, de acordo com orientaces

do fabricante.

4.5 ldentificacdo e andlises filogenéticas

Os eletroferogramas gerados a partir do sequenciamento Sanger foram analisados com o
programa SegAssem® (Hepperle, 2004). As sequencias foram alinhadas com o algoritmo ClustalW
(Thompson et al., 1997) implementado no Programa MEGA7 (Kumar, Stecher, & Tamura 2016), e
estas variaram de 400 a 600 pares de base (pb). As sequencias foram submetidas a analise comparativa
com sequencias de material de referéncia depositadas no NCBI (National Center for Biotechnological
Information) utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). As sequéncias
de referéncia do banco de dados que exibiram a maior identidade em relacdo as sequéncias obtidas
dos fungos endofiticos de seringueira foram utilizadas para as analises filogenéticas.

As filogenias foram construidas para cada género e/ou espécie usando 0 método estatistico
Neighbor joining 1000 replicagdes no programa MEGA?7. Além destas, para os dois filos mais
abundantes, Ascomycota e Basidiomycota foram feitas filogenias separadas. O melhor modelo de
evolucdo de nucleotideos sob o critério de informacdo de Akaike (AIC) para cada conjunto de dados
foi estimado a partir da analise feita no software ModelTest 3.7 (Posada, 2008). O melhor modelo de
acordo com o critério AIC para a arvore de Ascomycota foi GTR+I+G. As arvores geradas foram
enraizadas com isolados de referéncia e isolados do presente estudo. A espécie escolhida com
outgroup para a arvore de isolados de Ascomycota foi Fomitopsis subtropical (nimero de acesso
KR605787.1) e HEV228J, e para Basidiomycota foi Xylaria cubensis (nimero de acesso
AB625420.1) e HEV268N. A estabilidade dos clados formados foi avaliada de acordo com o suporte
da anélise de bootstrap (1000 permutac@es). A visualizacdo das arvores filogenéticas foi feita com o
software FigTree v1.4.3 disponivel em http://tree.bio.ed.ac.uk/software/. A edi¢do das arvores foi
realizada no programa Inkscape. As sequencias obtidas dos isolados endofiticos desse estudo foram
depositadas no GenBank sob 0s nimeros de acesso MT470446 - MT470693 para ITS (Tabela S1 em

anexo).
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4.6 Anélises de diversidade e composi¢do taxonémica

As andlises de diversidade e composicao taxondémica dos endofiticos foram realizadas com base
em uma matriz de abundancia das espécies e/ou géneros. As sequéncias ITS dos isolados passaram
por um agrupamento genérico numérico com base na porcentagem de similaridade entre elas, a este
agrupamento da-se o nome de OTU (Operational taxonomic unit) (Tabela S2). Sequéncias que
apresentaram similaridade maior ou igual a 98% foram consideradas como membros da mesma OTU,
enquanto que sequencias abaixo desse valor foram consideradas como OTUs diferentes.

A composicao taxonémica dos endofiticos dentro de cada clone, incluindo os niveis de filo, classe,
ordem, familia, género e espécies foram explorados através de gréficos de barras feitos com o pacote
ggplot2 (Wickham, 2016) no Rstudio versdo 1.2.5042 (RTeam, 2020).

Arigueza e a diversidade de fungos endofiticos dentro de cada clone (CPAA C06, C44 e C45) de
Hevea spp. foram mensuradas através da diversidade alfa, que é a diversidade média de espécies em
locais ou habitats em escala local. Para tal foi utilizado a estimativa de curvas de predigéo
(extrapolagdo) e rarefacéo (interpolacéo) baseadas nos nimeros de Hill, que séo estimativas empiricas
que tendem a ser uma funcdo crescente do esforco de amostragem e sdo usados para caracterizar a
diversidade taxondmica filogenética ou funcional (Chao et al., 2014).

Hill (1973) integrou riqueza de espécies e abundancia em uma classe de medidas que atualmente
é chamada de nimeros de Hill ou nimero efetivo de espécies, estes nimeros representam um grupo
matematicamente diversificado de indices que diferem entre si pelo expoente . Uma estrutura de
amostragem unificada para modelos de extrapolacdo e rarefacdo de riqueza de espécies (D, quando
g = 0) para dados baseados em individuos (abundéncia) e baseados em amostras (incidéncia) foi usada
para ampliar as medidas de diversidade de taxons incorporando a abundancia relativa (para qualquer
9D, q > 0), onde g = 1 para o exponencial do indice de entropia de Shannon Wiener e g = 2 para o
inverso do indice de concentracdo de Simpson (Chao et al., 2014). O indice de Shannon Wiener avalia
a riqueza e abundancia das espécies, com 0 indicando uma comunidade com apenas uma espécie e
um valor alto indicando comunidades com muitas espécies (HILL, 1973), enquanto que o indice de
diversidade de Simpson estima a probabilidade de dois individuos selecionados aleatoriamente de
uma comunidade pertencerem a mesma espécie (Simpson, 1949). As analises foram realizadas
usando os pacotes Vegan (Oksanen et al., 2019) e INEXT (Hsieh, Ma e Chao, 2020) no software R.

Ainda, para comparar as assembleias de fungos entre os clones foi preparado o diagrama de Venn,
neste diagrama é possivel observar quantas OTUs foram exclusivas de cada clone (C06, C44 e C45)

e as que foram compartilhadas entre eles (Bardou et al., 2014).



© 00 N oo o1 A W N

e o =
A W N P O

15

16
17
18
19
20
21
22
23

24
25
26
27
28
29
30

24

4.7 Teste de antagonismo in vitro

Para o teste de antagonismo in vitro foram selecionados 102 isolados endofiticos obtidos dos
crescimento micelial dos fitopatogenos C. cassiicola e Colletotrichum sp., que sdo patégenos de
plantas economicamente importantes, especialmente nas regides tropicais onde afetam uma grande
variedade de plantas hospedeiras (Sutton, 1992; Braganca et al., 2016). Foi utilizado o método de
culturas pareadas em placas de petri de 9 cm de didmetro contendo meio BDA, o ensaio foi realizado
conforme descrito por Dennis e Webster, (1971). As placas foram mantidas em temperatura de +26°
C durante 2 a 3 semanas. O controle consistiu de placas contendo um disco de cultura do fitopatogeno
e um disco de meio BDA. Os ensaios foram realizados em triplicatas.

A avaliacéo foi realizada a cada 48 horas até que a colénia na placa controle atingisse 50% de
seu crescimento. O diametro das coldnias foi medido com o auxilio de um paquimetro digital e a
inibicdo do crescimento (%) do patdégeno em relacdo ao endofito foi determinado pela formula (Lee,
Tan e Ting, 2014):

(R—1)
R

Inibicdo (%) = [ * 100]

Onde:

R = crescimento radial do patdgeno na placa controle;

r = crescimento radial do patégeno em culturas pareadas.

Os dados obtidos foram testados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilks e
homocedasticidade das variancias através do teste de Levene (p>0,05). Os grupos foram comparados
através de uma analise de variancia (ANOVA) para identificar diferencas significativas entre eles,
seguida pelo o teste de comparacdo de médias de Duncan (5%). As analises foram realizadas usando

0 pacote Agricolae no programa RStudio.

4.8 Determinagé&o das atividades enzimaticas

Foi avaliado a capacidade de sintese das enzimas amilase, celulase, lipase e protease de 102
isolados endofiticos. Inicialmente os isolados foram cultivados em placas com meio de cultura BDA
e mantidos a temperatura de 26° C durante sete dias para posterior uso nos testes enzimaticos. Destas
coldnias foram retirados apenas um disco de micélio de 5 mm de didametro que foi depositado no
centro de uma placa de petri de 90 mm de diametro contendo o meio de cultura especifico para cada

enzima e, posteriormente foram incubados em B.O.D a 25 °C durante cinco a sete dias.
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A atividade amiolitica foi avaliada pelo crescimento dos fungos em meio de Dextrose, Extrato
de levedura e Peptona (GYP) esterilizado (dextrose 10,0 g; extrato de levedura 0,1 g; peptona 0,5 g;
agar 15 g; dgua destilada 1 L, pH final = 6) suplementado com 2 g de amido soltvel. Apos o periodo
de incubacéo as placas foram lavadas com 20 ml da solucédo de lugol (1% de iodo; 2% de iodeto de
potéssio; agua destilada 100 ml). Esta solucdo reage com o amido, resultando em uma cor preto-
azulada escura devido a interacdo entre o0 iodo e a estrutura de espiral do polissacarideo. Apos 10
minutos, nas areas onde o amido foi degradado pelas amilases foi possivel observar uma zona clara
indicando a presenca de amilase (Novo et al., 2015).

Para a producéo de celulase, os isolados foram cultivados em meio GYP suplementado com
0,5% de Carboxi-metil-celulose. Para a avaliagédo, foram adicionados 20 ml da solucéo de vermelho
congo 0,2% (0,2 g de vermelho congo; 100 ml de &gua destilada) durante 20 minutos, e
posteriormente lavadas com NaCl (1M) por 15 min. Este corante tem a propriedade de se ligar a
cadeias polissacaridicas e ao lavar as coldnias é perceptivel um descoramento na regido onde a
celulose foi hidrolisada observado por uma zona clara ao redor da col6nia (Benoliel et al., 2013).

A producéo de lipase foi detectada pelo crescimento dos isolados em meio Peptona-Agar
(peptona 10g; NaCl 5,0 g; CaCl..2H20 0,1g; &gar 15g; 4gua destilada 1 L; pH=6,0) complementado
com 1% de Tween 20. A presenca de lipase positiva pelos fungos foi observada ap6s o periodo de
incubagdo pela presenca de cristais de calcio e/ou formagdo de uma érea clara ao redor das colénias
fangicas (Sobral, Melo e Souza, 2017).

A atividade da enzima protease foi detectada em meio leite-agar (leite desnatado 10g; agar
15¢g). Ap0s a incubacdo, um halo transltcido ao redor das colénias indicava a presenca de protease.

O delineamento do experimento foi inteiramente casualizado (DIC) com 102 tratamentos
(diferentes isolados) e trés repeticdes, sendo a unidade experimental constituida por uma placa de
petri contendo um disco do micélio do fungo endofitico em meio especifico. A avaliacdo foi realizada
pela tomada da medida do halo formado ao redor das colénias, indicando a sintese das enzimas de
interesse. O indice enzimatico (IE) foi calculado de acordo com a formula (Florencio, Couri e Farinas,
2012):

R
IE = —
r

Onde, R corresponde ao diametro do halo e r o didmetro da colonia. Os fungos com IE > 2
séo considerados bons produtores da enzima de interesse, 0s isolados com IE abaixo de 2, mas acima
de 1 séo considerados produtores moderados, e 0s com IE < 1 s@o considerados produtores fracos

(Hankin e Anagnostakis, 1975). Os IEs das OTUs foram submetidos a uma analise de variancia
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(ANOVA), seguida do teste de Duncan com significancia de 0,05. Para demonstrar o indice
enzimatico de cada OTU, foi construido um heatmap no software R com o pacote Pheatmap.

5 RESULTADOS
5.1 Isolamento e Analise Filogenética

Um total de 269 fungos endofiticos foram obtidos de 300 fragmentos de foliolos
assintomaticos dos clones CPAA CO06 (86 isolados), C44 (84 isolados) e C45 (99 isolados) de Hevea
sp., em um plantio localizado na Embrapa Amazénia Ocidental, Amazonas, Brasil. A maioria dos
isolados obtidos ndo produziram estruturas que permitissem a identificacdo em nivel de género, e
foram agrupados em morfotipos de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas para selecdo de
isolados representantes para os ensaios bioldgicos

Para estabelecer a relagdo evolutiva de cada isolado, ou seja, uma concisa identificacdo, foram
construidas 21 arvores filogenéticas (dados ndo mostrados) baseadas no sequenciamento da regido
ITS do rDNA, e estas foram sumarizadas, separando os taxons entre os filos Ascomycota (Figura 1)
e Basidiomycota (Figura 2). A arvore apenas com os isolados pertencentes ao filo Ascomycota
formou clados distintos com 18 géneros (3 ndo identificados), distribuidos dentro de 9 ordens (1 ndo
identificada). Dentro da espécie Colletotrichum fructicola, os isolados foram divididos em 4
haplotipos de acordo com mutagdes pontuais observadas nas posi¢des 22, 474 e 475 no alinhamento
das sequéncias (Haplotipo 1: 22/C, 474/G, 475/- ; Hapl6tipo 2: 22/C, 474/A, 475/-; Haplotipo: 22/C,
474]A, AT5/C; Haplotipo 4: 22/T, 474/A, 475/C).

Alguns isolados ndo foram identificados em virtude de serem taxons novos, inéditos neste
trabalho e ainda sem classificacdo taxondmica publicada. Neste contexto, dentro da ordem
Chaetosphaeriales os isolados HEV58M e HEV15C tiveram um baixo suporte estatistico (Figura 1),
0 que demonstra que estes sdo dois géneros novos. Além destes, dentro da ordem Diaporthales, os
isolados HEV269N, HEV32G, HEV118X, HEV36G, HEV54L e HEV42l representam 6 novas
espécies endofiticas dentro de Hevea sp. (Figura 1).

Na arvore de isolados pertencentes ao filo Basidiomycota (Figura 2), foi observado a formagéo
de clados distintos com 8 géneros (2 nédo identificados) pertencentes a 2 ordens, Polyporales e
Russulales. Os isolados HEV196G e HEV255M sdo 2 espécies novas pertencentes ao género
Phanerochaete, enquanto que o isolado HEV259M pertencente a classe Russulales, é um possivel

género novo.
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Figura 1. Arvore filogenética Neighbor joining baseada no sequenciamento da regido ITS do rDNA
de fungos endofiticos pertencentes ao filo Ascomycota, isolados de diferentes clones de Hevea sp. A
barra de escala mostra o nimero de substitui¢des por sitio e os valores do suporte de bootstrap com
1000 repeticdes sdo exibidos nos nés. A arvore foi enraizada com os outgroups da espécie Fomitopsis
subtropica. Isolados em roxo representam os isolados deste estudo e isolados em preto representam

as sequéncias de referéncias.
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Figura 2. Arvore filogenética Neighbor joining baseada no sequenciamento da regido ITS do rDNA
de fungos endofiticos pertencentes ao filo Basidiomycota, isolados de diferentes clones de Hevea sp.
A barra de escala mostra o nimero de substitui¢@es por sitio e os valores do suporte de bootstrap com
1000 repeticOes sdo exibidos nos nos. A arvore foi enraizada com os outgroups da espécie Xylaria
cubensis. Isolados em roxo representam os isolados deste estudo e isolados em preto representam as
sequéncias de referéncia.
5.2 Composicado taxonémica dos fungos endofiticos

Um total de 47 unidades taxonémicas operacionais (OTUs) foram identificadas, pertencendo
a 2 filos, 3 classes, 11 ordens, 18 familias, e 26 géneros (Tabela 1). Dos 269 isolados identificados,
cinco (N.I 1, 2, 3, 4 e 5) ndo corresponderam a nenhuma espécie em particular, sendo classificados
como nao identificados. Um total de 11% das sequéncias correspondeu a espécies raras, com um
anico representante presente nas amostras (singletons). A maioria dos isolados sdo membros do filo

Ascomycota (95%) e apenas 4,98% corresponderam ao filo Basidiomycota.



Tabela 1. Lista de identificagdo das OTUs e classificacdo taxonémica dos fungos endofiticos isolados de clones de Hevea spp.

OoTU Espécies Filo Classe Ordem Familia Género N
1 Colletotrichum C.f. fructicolahl ~ Ascomycota Sordariomycetes  Glomerellales Glomerellaceae Colletotrichum 12
2 Colletotrichum C.f. fructicola h2 ~ Ascomycota Sordariomycetes  Glomerellales Glomerellaceae Colletotrichum 89
3 Colletotrichum C.f. fructicola h3 ~ Ascomycota Sordariomycetes  Glomerellales Glomerellaceae Colletotrichum 3
4 Colletotrichum C.f. fructicola h4  Ascomycota Sordariomycetes  Glomerellales Glomerellaceae Colletotrichum 60
5 Colletotrichum gigasporum Ascomycota Sordariomycetes  Glomerellales Glomerellaceae Colletotrichum 3
6 Colletotrichum paranaense Ascomycota Sordariomycetes  Glomerellales Glomerellaceae Colletotrichum 1
7 Colletotrichum theobromicola Ascomycota Sordariomycetes  Glomerellales Glomerellaceae Colletotrichum 1
8 Cophinforma atrovirens Ascomycota Dothideomycetes Botryosphaeriales Botryosphaeriaceae  Cophinforma 2
9 Corynespora cassiicola Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Corynesporascaceae  Corynespora 4
10  Cucurbitaria berberidis Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Cucurbitariaceae Cucurbitaria 1
11 Curvularia aeria Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Curvularia 1
12 Curvularia asianensis Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Curvularia 1
13 Curvularia sp. V Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Curvularia 2
14  Diaporthe C.f. passifloricola Ascomycota Sordariomycetes  Diaporthales Diaporthaceae Diaporthe 1
15 Diaporthe hongkongensi Ascomycota Sordariomycetes  Diaporthales Diaporthaceae Diaporthe 2
16  Diaporthe schini Ascomycota Sordariomycetes  Diaporthales Diaporthaceae Diaporthe 4
17 Diaporthe sp. 1 Ascomycota Sordariomycetes  Diaporthales Diaporthaceae Diaporthe 17
18  Diaporthe sp. 2 Ascomycota Sordariomycetes  Diaporthales Diaporthaceae Diaporthe 4
19 Diaporthe sp. 3 Ascomycota Sordariomycetes  Diaporthales Diaporthaceae Diaporthe 1
20  Diaporthe sp. 4 Ascomycota Sordariomycetes  Diaporthales Diaporthaceae Diaporthe 8
21  Diaporthe sp. 5 Ascomycota Sordariomycetes  Diaporthales Diaporthaceae Diaporthe
22 Diaporthe sp. 6 Ascomycota Sordariomycetes  Diaporthales Diaporthaceae Diaporthe 13
23 Diaporthe terebinthifolii Ascomycota Sordariomycetes  Diaporthales Diaporthaceae Diaporthe
24 Fomitopsis subtropica Basidiomycota Agaricomycetes  Polyporales Fomitopsidaceae Fomitopsis
25  Fusarium concolor Ascomycota Sordariomycetes  Hypocreales Nectriaceae Fusarium
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Continuagéo Tabela 1.

OTU Espécies Filo Classe Ordem Familia Género N
26  Flavodon sp.1 Basidiomycota Agaricomycetes  Polyporales Irpicaceae Flavodon 1
27  Hypoxylon sp. 1 Ascomycota Sordariomycetes  Xylariales Hypoxylaceae Hypoxylon 1
28  Multiguttulispora sympodialis Ascomycota Sordariomycetes  Chaetosphaerialis Chaetosphaeriaceae  Multiguttulispora 1
29  Muscodor sp. 1 Ascomycota Sordariomycetes  Xylariales Xylariaceae Xylaria 1
30  Neodidymella thailandicum Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Didymellaceae Neodidymella 1
31  Pestalotiopsis adusta Ascomycota Sordariomycetes  Xylariales Sporocadaceae Pestalotiopsis 1
32 Phanerochaete sp. 1 Basidiomycota Agaricomycetes  Polyporales Phanerochaetaceae =~ Phanerochaete 1
33  Phanerochaete sp. 2 Basidiomycota Agaricomycetes  Polyporales Phanerochaetaceae ~ Phanerochaete 1
34 Phanerochaete sp. 3 Basidiomycota Agaricomycetes  Polyporales Phanerochaetaceae =~ Phanerochaete 1
35  Phyllosticta bifrenariae Ascomycota Dothideomycetes Botryosphaeriales Phyllostictaceae Phyllosticta 1
36 Phyllosticta capitalensis Ascomycota Dothideomycetes Botryosphaeriales Phyllostictaceae Phyllosticta 12
37  Pseudopestalotiopsis sp. 1 Ascomycota Sordariomycetes  Xylariales Xylariaceae Pseudopestalotiopsis 1
38 Rigidoporus microporus Basidiomycota Agaricomycetes  Polyporales Meripilaceae Rigidoporus 2
39  Tinctoporellus epimiltinus Basidiomycota Agaricomycetes  Polyporales Polyporaceae Tinctoporellus 1
40  Trametes cingulata Basidiomycota Agaricomycetes  Polyporales Polyporaceae Trametes 1
41  Trametes cubensis Basidiomycota Agaricomycetes  Polyporales Polyporaceae Trametes 2
42 N.I'1 Basidiomycota Agaricomycetes  Polyporales N.I'1 N.I'1 1
43 N.I2 Ascomycota Sordariomycetes  N.I 2 N.I 2 N.I 2 1
44 N.I'3 Ascomycota Sordariomycetes  Diaporthales N.I'3 N.I'3 1
45 N.l1 4 Ascomycota Sordariomycetes  Diaporthales N.l 4 N.l 4 1
46 N.I'5 Basidiomycota Agaricomycetes  Polyporales N.I'5 N.I'5 1
47  Xylaria cubensis Ascomycota Ascomycetes Xylariales Xylariaceae Xylaria 1

N: ndmero de isolados pertencentes a cada OTU.

N.I: ndo identificado
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Dentro do filo Ascomycota, 27 OTUs pertencem a classe Sordariomycetes, que foi dominante
em todos os clones, e 9 OTUs sdo da classe Dothideomycetes (Figura 3A). No filo Basidiomycota,
11 OTUs pertencem a classe Agaricomycetes. A composi¢cdo taxonémica foi similar nos clones C06
e C45, enquanto que uma maior diversidade de Dothideomycetes foi observada no clone C44.

Os isolados pertencem a 11 ordens (Figura 3B), sendo Glomerellales (63,60%) a mais
abundante, seguida de Diaporthales (18,77%), Botryosphaeriales (5,74%), Polyporales (4,59%),
Pleosporales (3,83%), Xilaryales (1,15%), Amphisphaeriales (0,77%), e Chaetosphaerialis,
Hypocreales Russulales e uma ordem ndo identificada representam 0,38% cada. Algumas ordens
foram especificamente encontradas em determinados clones, como Xylariales (clone C44),
Hypocreales (clone C06) e Russulales (C45).

A composicdo taxonémica por familia (Figura 3C) mostrou que cinco familias ndo foram
identificadas, possivelmente por corresponderem a espécies novas. De forma anadloga a composicéao
por ordem, foi observado que a familia Glomerellaceae foi dominante em todos os clones, com maior
destaque nos clones C06 e C45, seguida das familias Diaporthaceae e Phyllostictaceae.

Os géneros mais abundantes foram Colletotrichum (62,45%), seguido de Diaporthe (19,70%),
e Phyllosticta (4,83%), enquanto que os demais géneros compreenderam 13,01% de todos os isolados
(Figura 3D). Alguns géneros conhecidos como fitopatdgenos, incluindo patégenos de Hevea foram
isolados, como exemplo Corynespora, Curvularia, Phyllosticta e Diaporthe. Dos 5 géneros nédo
identificados, 3 pertencem ao clone C44, e o restante sdo do clone C06 (N.I 5) e C45 (N.I 3).

Quanto ao nimero de OTUs dentro de cada clone, 20 foram obtidas do clone C06, 26 do C44
e 18 do C45, destas, 6 OTUs (C. fructicola hl, C. fructicola h2, C. fructicola h4, Diaporthe sp. 1,
Diaporthe sp. .2 e Diaporthe sp. 6) foram detectadas nos trés clones. O clone C 06 compartilhou 2
OTUs (Rigidoporus microporus e Colletotrichum gigasporum) com o C 44 e apenas 1 OTU
(Colletotrichum C.f fructicola h3) com o C 45, enquanto o clone C 44 compartilhou 2 OTUs
(Corynespora cassiicola e Curvularia sp. V) com o clone C 45. Das OTUs exclusivas de cada clone,
foram isoladas 16 do clone C44, 11 do C06 e 9 do C45, conforme demonstrado no diagrama de Venn
(Figura 4).
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Figura 3. Composicdo taxonémica em diferentes niveis e abundancia dos fungos
endofiticos isolados de clones de Hevea spp. Niveis taxondmicos: (A) Classe, (B) Ordem,
(C) Familia e (D) Género.
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Figura 4. Diagrama de Venn formado a partir das OTUs dos fungos
endofiticos isolados de diferentes clones de Hevea spp. Os nimeros
representam a quantidade de OTUs encontradas em cada clone
distinto (C06, C44 e C45). Os numeros dentro da sobreposicao de
forma contém as OTUs compartilhadas entre os clones.

5.3 Diversidade de fungos endofiticos

A comparacdo da diversidade dos fungos endofiticos isolados dos trés clones de seringueira
mostrou que o clone C44 apresentou maiores valores de diversidade de espécies em todos as medidas
de diversidade testadas. A riqueza de espécies maior no clone C44 (g0=26) demonstra que neste clone
foi isolado um maior nimero de espécies diferentes do que nos demais clones amostrados.

No indice de Shannon o valor de diversidade foi q1=14,15, enquanto que os clones C06 e C45
tiveram valores similares (q1=7,30 e q1=5,97), expressando maior diversidade de fungos endofiticos
no clone C44 e menor diversidade no clone C45 (Tabela 2). O indice de dominancia de Simpson foi
alto para todos os clones, sendo maior no clone C44, isso indica que esses clones séo dominados por
poucas espécies de fungos. O clone CO06 apresenta 59% de sua abundancia representada por
Colletotrichum C.f fructicola h2 e h4, enquanto Colletotrichum C.f fructicola h2 e Phyllosticta
capitalensis compreendem 38,8% em C44 e Colletotrichum C.f fructicola h4 e h2 perfazem 71,1%
da abundancia em C45.

Tabela 2. Medidas de diversidade alfa (Riqueza, Shannon e Simpson) das comunidades de fungos
endofiticos em clones de Hevea spp.

Clones  No. de isolados Riqueza (g0) Shannon (gql) Simpson (g2)
Co06 86 20 7,30 3,63
C44 84 26 14,15 9,11

C45 99 18 5,97 3,95
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A curva de rarefacdo para riqueza de espécies (q0) dos clones estudados demostra um aumento
continuo, indicando que nem toda a diversidade foi capturada (Figura 5). As curvas para riqueza e
indices de diversidade confirmam as tendéncias de diversidade de espécies apresentadas acima, onde
o clone C45 apresenta menor riqueza de espécies, no entanto a sua curva possui um aumento continuo
indicando uma clara tendéncia ao aumento de riqueza se o tamanho da amostragem aumentasse. O
clone CO06, apresenta valores intermediarios de riqueza de espécies e formato de curva plana, o que
indica uma tendéncia a ndo aumentar significativamente a riqueza caso a amostragem fosse maior,
no entanto, o clone C44 demonstra os valores mais altos de diversidade com uma curva acentuada
para riqueza de espécies, demonstrando que o nimero de espécies aumentaria de acordo com a
amostragem. As curvas de rarefacdo para os indices de diversidade de Shannon (g1) e Simpson (g2)
séo pouco dependentes do esforco amostral, portanto mesmo com o aumento da amostragem o valor

dos indices ndo teria uma mudanca significativa.
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Figura 5 Curva de rarefacdo (linha sélida) e extrapolacédo (linha tracejada) com intervalos
de confianca de 95% (&reas sombreadas) para os dados de fungos endofiticos mostrando a
riqueza e indices de diversidade baseados nos clones hospedeiros CPAA C06, C44 e C45
de Hevea sp. As curvas comparam o valor de riqueza de espécies (0), diversidade de
Shannon (1) e dominancia de Simpson (2) de fungos endofiticos nos clones de seringueira.

4.2 Inibicdo do crescimento micelial de C. cassiicola e Colletotrichum sp.

Os fungos endofiticos isolados de diferentes clones de Hevea sp. foram colocados para
confrontar os fitopatogenos Colletotrichum sp. e C. cassiicola em um ensaio de cultura pareada
(Figura 6). Com 4 dias de ensaio alguns antagonistas comecaram a inibir o crescimento dos fungos
patogénicos. O teste de cultura pareada com o patdgeno Colletotrichum sp., mostrou que a maioria

dos fungos endofiticos (95%) de seringueira foram capazes de inibir o crescimento do patégeno in
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vitro. Somente 5 isolados pertencentes aos géneros Pestalotiopsis, Phyllosticta, Cucurbitaria, Xylaria
e um género ndo identificado ndo inibiram o crescimento do patdégeno na placa teste em relagéo a
controle. A porcentagem de inibicdo para este patdgeno variou de 1,05 a 66,40% (Tabela S3).

As médias das OTUs foram comparadas para verificar o taxon com maior porcentagem de
inibicdo para Colletotrichum sp. (Tabela 3). O fungo endofitico Cophinforma atrovirens (HEV158C;
OTU 8) obteve o maior potencial para inibir Colletotrichum sp. (Figura 6C), seguido dos fungos
Phanerochaete sp. 3 (HEV255M; OTU 34) e uma espécie nédo identificada (HEV1A, OTU 42), com
porcentagens de inibicdo de 66,40%, 61,30%, e 53,51%, a porcentagem de inibicdo dessas OTUs nédo
diferiram (p>0,05) entre si. As OTUs que obtiveram maior potencial para inibicdo do patdégeno

Colletotrichum sp. compreenderam apenas um isolado.

HEV262N

HEVISSS

< —

Figura 6. Ensaio de culturas pareadas entre os fitopatdgenos Colletotrichum sp. (A-D) e
Corynespora cassiicola (E-F) contra os isolados obtidos de clones de Hevea sp. A letra
“P” representa 0 patdgeno e em roxo sdo os diferentes isolados endofiticos de Hevea sp.
testados.

Para C. cassiicola, os resultados mostraram que 81,3% dos fungos endofiticos foram capazes
de inibir o seu crescimento na cultura pareada, com uma porcentagem de inibic¢do variando de 2,89 a
44,32% em comparagdo com as placas controle (Tabela S3). O teste de comparagdo de médias entre
as OTUs mostrou que a OTU 42 (N.I 1) (Fig.6H), seguida da OTU 8 (C. atrovirens) (Fig.6G) e 20
(Diaporthe sp. 4) foram as que apresentaram maiores porcentagens de inibi¢do em relagéo as demais,
com inibigdo de 44,32, 32,18 e 25,27% (Tabela 3), ndo diferindo significativamente entre si (p>0,05).
A OTU 20 (Diaporthe sp. 4) compreende 8 isolados, dos quais 4 foram testados neste ensaio
(HEV172A, HEVE8B, HEV177E, HEV36G), e o isolado HEV8B obteve a maior porcentagem
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(43,71%) (Fig.6H) contra C. cassiicola da OTU 8. Dezesseis isolados de diferentes géneros

(Colletotrichum, Diaporthe, Trametes, Phyllosticta, Neodidymella, Cucurbitaria, Hypoxylon e 3

géneros ndo identificados) ndo inibiram o crescimento do patégeno (Figura S3).

Tabela 3. Porcentagem de inibicdo do ensaio de cultura pareada entre os
fitopatdégenos Corynespora cassiicola e Colletotrichum sp. contra os isolados
obtidos de clones de Hevea spp.

OoTuU

Espécie

Corynespora
cassiicola

Colletotrichum
sp.
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Colletotrichum C.f. fructicola hl
Colletotrichum C.f. fructicola h2
Colletotrichum C.f. fructicola h3
Colletotrichum C.f. fructicola h4
Colletotrichum gigasporum
Colletotrichum paranaense
Colletotrichum theobromicola
Cophinforma atrovirens
Corynespora cassiicola
Cucurbitaria berberidis
Curvularia asianensis
Curvularia sp. V

Diaporthe C.f. passifloricola
Diaporthe hongkongensi
Diaporthe schini

Diaporthe sp. 1

Diaporthe sp. 2

Diaporthe sp. 4

Diaporthe sp. 5

Diaporthe sp. 6

Diaporthe terebinthifolii
Fomitopsis subtropica

Flavodon sp.1

Hypoxylon sp. 1

Neodidymella thailandicum
Pestalotiopsis adusta
Phanerochaete sp. 3
Phyllosticta capitalensis
Rigidoporus microporus
Trametes cubensis

N.I'1

N.I 2

N.13

N.1 4

N.I 5

Xylaria cubensis

% de inibicéo

% de inibicéo

14,31
14,18
0,00
12,30
22,41
5,65
21,26
32,18
1,50
0,00
9,46
12,03
13,75
14,16
22,60
20,61
21,86
25,27
19,84
9,16
20,02
10,73
1,28
0,00
0,00
7,31
18,25
0,00
15,79
0,00
44,32
8,21
0,00
0,00
0,00
3,34

bcd
bcd
d
bcd
bcd
cd
bcd
ab
cd
d
bcd
bcd
bcd
bcd
bcd
bcd
bcd
abc
bcd
bcd
bcd
bcd

o

39,19
21,87
16,31
27,86
26,35
1,71
12,98
66,40
30,16
0,00
13,04
8,27
25,46
29,66
31,65
25,25
20,63
30,43
23,52
22,74
38,98
12,82
24,73
10,08
4,46
0,00
61,30
6,03
20,52
19,26
53,51
0,00
9,47
5,45
1,05
0,00

bcd
defgh
defgh
defg
defgh
gh
defgh
a
cdef
h
defgh
efgh
bcd
defgh
cde
defgh
defgh
cdef
defgh
defgh
bcd
defgh
defgh
efgh
fgh

h

ab
efgh
defgh
defgh
abc
h
efgh
efgh
h

h

Teste de média de Duncan

Medias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%
NUmeros em negrito representam os valores de maior porcentagem de inibicédo (p<0,05)
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Quando o crescimento dos patdgenos foi comparado em ambas placas, controle e teste,
verificou-se que 63,75% dos fungos endofiticos inibiram significativamente (p<0,05) o crescimento
de C. cassiicola, e para Colletotrichum sp., 87,25% dos isolados endofiticos inibiram (p<0,05) o
crescimento deste patdégeno (dados ndo mostrados). Ainda, a porcentagem de inibicdo para C.
cassiicola e Colletotrichum sp., ndo foi influenciada (Dfeg2, F=1,69, p=0,18; Dfeg 2, F=0,73; p=0,48)
pelos clones hospedeiros (CPAA C06, C44 e C45) neste trabalho.

O teste de cultura pareada mostrou que o isolado C. atrovirens (HEV158C) foi o endofitico
mais competitivo para Colletotrichum sp. e uma espécie ndo identificada (HEV1A) foi a mais
competitiva para C. cassiicola, demonstrando que esses isolados tém potencial para o controle

biol6gico desses fitopatdgenos.

4.3 Producdo de enzimas extracelulares

Os 102 fungos endofiticos de clones de seringueira foram testados para a producdo das
enzimas amilase, lipase e protease. Os resultados mostraram que 89,21% dos isolados foram positivos
para pelo menos uma das enzimas testadas, contudo 11 isolados pertencentes aos géneros
Colletotrichum, Diaporthe, Cophinforma, Phanerochaete, Curvularia, Corynespora e um género nao
identificado ndo secretaram nenhuma das enzimas investigadas. Somente quatro isolados secretaram
todas as enzimas avaliadas: C. C.f fructicola (HEV129A), Diaporthe sp. 6 (HEV239K), Diaporthe
sp. 1 (HEV253K) e Hypoxylon sp. 1 (HEV51K) (Tabela S3). Para as analises estatisticas, os 102
isolados investigados neste estudo foram agrupados nas suas respectivas OTUs, e as médias foram
comparadas por OTU, conforme mencionado no ensaio da inibi¢do. O IE de cada isolado é mostrado
na tabela em anexo (Tabela S3).

A lipase foi detectada em 69,6% dos isolados, e o indice enzimatico (IE) para essa enzima
variou de 1,10 a 4,14, indicando que esses fungos tiveram producdo enzimatica de moderada a alta
de acordo com os valores dos indices (Tabela S3). A OTU 9 (C. cassiicola) obteve o melhor resultado
para producéo de lipase, seguido da OTU 15 (D. hongkongensi) e OTU 6 (C. paranaense), ndo
apresentando diferencas significativas entre elas (p>0,05) (dados ndo mostrados). A OTU 9
compreende 4 isolados (HEV256M, HEV244L, HEV80Q e HEV39H) e todos foram testados para
producdo enzimatica, dentre eles, o isolado HEV244L (C. cassiicola) apresentou um alto indice para
essa enzima (IE=4,14), sendo este valor o maximo de atividade lipolitica. enquanto a atividade mais
baixa para essa enzima foi reportada pela OTU 21 (Diaporthe sp. 5) com IE de 1,11.

A atividade amiolitica foi verificada em 67,6% dos fungos endofiticos testados e o seu IE
variou de 1,15 a 3,30 (Tabela S3). O maximo de atividade amiolitica foi identificada na OTU 3 (C.
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C.f. fructicola h3) com IE de 2,88, seguido da OTU 41 (Trametes cubensis) e OTU 1 (C. C.f.
fructicola hl) com IEs de 2,20 e 2, ndo apresentando diferenca significativa (p>0,05). A OTU 3
corresponde a 3 isolados e somente 1 (HEV14C) foi testado neste ensaio. A OTU 1 é representada
por 12 isolados e somente 2 (HEV89R e HEV170D) foram usados para producdo enzimatica, destes,
0 isolado HEV170D apresentou o maior IE (2,88). Os dois isolados (HEVV159C e 59M) da OTU 41
(T. cubensis) foram utilizados neste ensaio e ambos secretaram amilase. O isolado C. C.f. fructicola
h2 (HEV17D) pertencente a OTU 2 foi que apresentou maxima atividade amiolitica (3,30).

Trinta e quatro fungos endofiticos testados (33,3%) produziram celulase, com IE de 1,07 a
1,94 entre os isolados. A OTU 14 (D. C.f. passifloricola), OTU 23 (D. terebinthifolli) e OTU 27
(Hypoxylon sp. 1) apresentaram os maiores indices enzimaticos, com 1,83, 1,82 e 1,54, sem diferenca
significativa entre ambos (p>0,05). As OTUs que apresentaram 0s mais altos valores de IE
compreendem apenas 1 isolado cada. O fungo com a mais alta atividade celulolitica foi C. C.f.
fructicola h2 (HEV44l) com IE de 1,94, este isolado pertence a OTU 2 que compreende 89 isolados,
dos quais 25 foram testados para producdo de enzimas (tabela S3).

Indice Enzimatico (IE) dos fungos endofiticos de Hevea sp.
Amilase Celulase Lipase Protease Identificac&o dos isolados
2

1.12 1.16 0 OTU1 | Colletotrichum C.f. fructicolah1
1.66 1.29 1.29 1.1 OTU2 | Colletotrichum C.f. fructicolah?2
0 1.5 0 OTU3 | Colletotrichum C.f. fructicolah3
1.39 1.33 1.24 1.18 OTU4 | Colletotrichum C.f. fructicola h:
1.71 1.23 1.76 0 OTUS6 | Colletotrichum paranaense
1.45 0 1.2 0 OTU7 | Colletotrichum theobromicola
1.26 1.15 22 1.12 OTU9 | Corynespora cassiicola
0 0 1.62 1.12 OTU10 | Cucurbitaria berberidis
1.69 1.12 0 0 OTU12 | Curvularia asianensis
0 1.83 1.44 0 OTU14 | Diaporthe C.f. passifloricola
0 1.42 1.76 1.08 OTU15 | Diaporthe hongkongensis
1.19 0 1.27 0 OTU16 | Diaporthe schini
1.36 1.22 1.17 1.07 OTU17 | Diaporthesp. 1
1.19 0 0 0 OTU18 | Diaporthesp. 2
1.34 1.11 1.36 0 OTU20 | Diaporthesp. 4
0 0 1.11 0 OTU21 | Diaporthe sp. 5
1.31 1.17 1.27 1.07 OTU22 | Diaporthesp. 6
1.26 1.82 0 0 OTU23 | Diaporthe terebinthifolii
1.76 1.23 0 1.12 OTU24 | Fomitopsis subtropica
0 0 1.3 0 OTU25 | Fusarium concolor
0 0 0 1.07 OTU26 | Flavodonsp. 1
1.46 1.54 1.29 1.08 OTU27 | Hypoxylon sp. 1
1.52 0 0 0 OTU30 | Neodidymella thailandicum
0 0 1.2 1.08 OTU31 | Pestalotiopsis adusta
1.45 0 1.56 0 OTU36 | Phyllosticta capitalensis
1.51 0 0 1.07 OTU38 | Rigidoporus microporus
_ 0 0 1.06 OTU41 | Trametes cubensis
1.6 1.13 1.27 0 OTU43 | N.|_2
0 1.11 1.45 0 OTU44 |N.I_3
1.27 0 0 0 OTU45 |N.I_4
0 1.33 1.24 0 OTU46 |N.I_5
1.24 0 1.26 1.09 OTUA47 | Xylaria cubensis

Figura 7. Heatmap com a producgdo enzimética de Amilase, Celulase, Lipase e protease dos

fungos endofiticos de Hevea sp. Valores na figura representam o indice enzimatico (IE).
IE > 2: bons produtores de enzima; 2<IE>1: produtores moderados; IE < 1: produtores fracos. (Hankin e Anagnostakis, 1975).
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Para a atividade proteolitica, somente 20,6% dos isolados investigados foram capazes de
secretar esta enzima. A OTU 4 (C. C.f. fructicola h4) foi a que obteve maior IE (1,18), seguido da
OTU 24 (Fomitopsis subtropica) e OTU 9 (C. cassiicola) com 1,12 cada, as medias ndo tiveram
diferenca significativa (p>0,05), demonstrando que possuem o potencial proteolitico similar. AOTU
4 apresenta 60 isolados, destes, 19 foram investigados quanto a capacidade de produzir enzimas
extracelulares (Tabela S3), o isolado HEV129A, pertencente a esta OTU foi o fungo endofitico com
maior atividade proteolitica com IE de 1,28.

Os isolados que produziram ao menos uma das enzimas testadas neste estudo foram
considerados bons a moderados produtores de acordo com o valor do Indice Enzimatico,
demonstrando assim o potencial biotecnolédgico desses fungos (Figura 8).

A B

HEV244L HEV137B

-

HEV249L HEV33G

Figura 8. Ensaio de produgéo enzimatica dos fungos endofiticos
obtidos de trés clones de Hevea spp. (A) Lipase; (B) Protease;
(C) Celulase; (D) Amilase.
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6 DISCUSSAO
6.1 Diversidade de fungos endofiticos de clones de seringueira

No presente estudo, foram comparadas as comunidades de fungos endofiticos encontradas nos
clones CAAP CO06, C44 e C45 de Hevea spp. usando dados moleculares com o intuito de analisar a
diversidade fungica presente nos clones. O primeiro trabalho realizado com fungos endofiticos de
clones de seringueira foi feito por Rocha et al. (2011), onde foi descrito o potencial biotecnoldgico
de 30 fungos isolados dos clones FX3864, CDC312 e MDF180, porém neste trabalho ndo foi avaliado
a diversidade desses fungos nos clones estudados, somente algumas espécies foram caracterizadas
taxonomicamente.

A diversidade de fungos endofiticos de clones de Hevea spp. foi avaliada em uma escala
regional, em um plantio localizado na Embrapa Amazonia Ocidental, Amazonas, Brasil. A
identificacdo molecular dos 269 isolados através da amplificacdo do gene ITS do rDNA revelou uma
grande diversidade dentro dos trés clones amostrados. Destes, trés sdo géneros novos e 8
correspondem a espécies novas, descobertas nesse estudo, e que posteriormente serdo elucidadas.
Resultados semelhantes aos encontrados neste estudo com o género Hevea foram feitos por Gazis et
al. (2012) e Chaverri e Gazis (2011). No primeiro estudo, trabalhando com fungos endofiticos de H.
brasiliensis no Peru, os autores descreveram uma nova classe de fungos chamada Xylonomycetes, a
qual ndo foi encontrada em nosso estudo. No segundo estudo, uma nova espécie do género
Trichoderma (T. amazonicum) foi descrita e isolada a partir de duas espécies dentro do género Hevea,
H. brasiliensis e H. guianensis. Estes estudos corroboram com a ideia de que, o0 género Hevea abriga
uma grande diversidade de fungos endofiticos, muitos dos quais ainda precisam ser estudados e
descrito, como os isolados encontrados neste trabalho.

A regido do espacador interno transcrito (ITS rDNA) foi escolhida por ser amplamente
utilizada em estudos filogenéticos de fungos e também por ser considerada o codigo de barras de
DNA (DNA barcode) de fungos (Schoch et al., 2012). Alguns grupos taxondmicos ndo sao
discriminados com eficiéncia através da regido ITS, necessitando assim de outros genes housekeeping
para a sua completa identificacdo, o que explica que alguns isolados neste trabalho foram
identificados apenas a nivel de género.

As comunidades de fungos endofiticos dos clones de Hevea sp. sdo pertencentes ao filo
Ascomycota, compreendendo 95% dos isolados, seguido do filo Basidiomycota que obteve
ocorréncia mais baixa entre os isolados. A predominancia do filo Ascomycota entre os fungos

endofiticos apresenta uma caracteristica da micota endofitica (Stone, Polishook e White, 2004).
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Inimeros estudos com fungos endofiticos reportaram que os fungos endofiticos isolados pertencem
ao filo Ascomycota, com uma taxa de predominancia maior que 90% (Fernandes et al., 2015; Gazis
e Chaverri, 2010; Oono et al., 2015). A classe mais abundante em todos os clones de Hevea spp. foi
Sordariomycetes, seguido da classe Dothideomycetes. Essas duas classes contém a maioria de
espécies endofiticas e juntas representam mais de 75% dos fungos endofiticos isolados (Arnold,
2007). Vaz et al. (2018) demonstraram que nas arvores de H. brasiliensis a maioria (85,23%) dos
fungos ascomicetos isolados foram da classe Sordariomycetes, seguido de Dothideomycetes (8,57%).

Os foliolos dos clones de seringueira estudados abrigam uma comunidade rica e diversa de
fungos endofiticos, dominada pelos géneros Colletotrichum e Diaporthe, que sdo comumente
isolados como fungos endofiticos de diversas plantas hospedeiras. O género Colletotrichum foi o
mais abundante nos trés clones de seringueira, resultados similares foram encontrados para
Carapichea ipecacuanha, onde Colletotrichum correspondeu a 61% dos fungos endofiticos isolados
nesta planta (Ferreira, Assis e Rosa, 2020); este género também foi o mais abundante em &rvores de
H. brasiliensis, sendo responsavel por 47,62% dos isolados obtidos (Vaz et al., 2018). O mesmo
ocorreu com s espécie H. guianensis, onde 38% dos fungos endofiticos isolados pertencem ao género
Colletotrichum (Aradujo et al., 2018).

Apesar de na literatura o género Colletotrichum ser descrito como responsavel por causar
doengas em uma infinidade de culturas, tem sido cada vez mais frequente isolar especies desse género
de tecidos sadios e isso pode ser explicado pelo fato deste género compreender muitas espécies de
fungos patogénicos e ndo patogénicos e apresentarem, em geral, distribuicdo geografica ampla e baixa
especificidade de hospedeiros, podendo estar presente em uma gama de espécies como um patdgeno
latente (Agrios, 2004; Stone, Polishook e White, 2004; Vaz et al., 2018; Vieira et al., 2014). Além
da ampla distribuicdo e baixa especificidade de Colletotrichum, a abundancia desse género nas
amostras de foliolos dos clones de seringueira pode ser devido ao ambiente e manejo desses clones,
sugerindo que hospedeiros oriundos de plantacdes estejam mais sujeitos a serem colonizados por
patogenos latentes que estejam disponiveis na vegetacdo circundante (reservatorios de espécies de
fungos) conforme demonstrado por Gazis e Chaverri (2015), que avaliaram a composi¢cdo da
comunidade de fungos endofiticos em arvores nativas e plantadas de H. brasiliensis e constataram
que as arvores nativas de Hevea foram dominadas por fungos do género Trichoderma e
Tolypocladium, que sdo fungos antagbnicos e entomopatogénicos, enquanto as seringueiras de
plantagdes foram dominadas por espécies de fungos potencialmente patogénicas como

Colletotrichum, Fusarium, Guignardia e Pestalotiopsis.
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O segundo género mais abundante nos foliolos de clones de seringueira foi o género
Diaporthe, que compreende um complexo de fungos telemorfos (Diaporthe) e anamorfos
(Phomopsis) (Pandey, Reddy e Suryanarayanan, 2003; Santos et al., 2019). Estes fungos ja foram
isolados como patogenos, saprofiticos e endofitos de diferentes plantas hospedeiras (Santos et al.,
2019). Fungos endofiticos deste género ja foram isolados de tecidos sadio de H. guianensis, sendo o
segundo género mais abundante nessa espécie (Araujo et al., 2018). No trabalho de Ribeiro et al.
(2018) este género foi o mais abundante, correspondendo 78% dos fungos endofiticos isolados de
Pachystachys lutea (home vulgar: camardo amarelo). Os isolados deste género sdo usados como fonte
para producdo de produtos naturais, dos quais a maioria é antifangica (Santos et al., 2018). Em um
estudo com a caracterizacdo quimica de compostos bioativos do fungo endofitico D. helianthi
isolados de Luehea divaricata (nome vulgar: acoita cavalo) foi identificado um composto fendlico
(Tyrosol) que possui efeitos antimicrobianos contra bactérias humanas e fitopatogénicas (Specian et
al., 2012).

Outras espécies pertencentes aos géneros Cucurbitaria, Flavodon, Fomitopsis, Fusarium,
Hypoxylon, Multiguttulispora, Muscodor, Neodidymella, Pestalotiopsis, Pseudopestalotiopsis,
Tinctoporellus e Xylaria s6 foram isoladas uma vez, constituindo singletons. Essas espécies com
ocorréncia Unica representam espécies raras, sendo responsaveis por aumentar a riqueza e diversidade
dos fungos endofiticos na planta hospedeira (Arnold e Lutzoni, 2007), além de representarem
componentes importantes das comunidades de fungos endofiticos capazes de produzir compostos
bioativos, sendo importantes para programas de bioprospeccdo (Ferreira et al., 2015). Espécies de
singletons foram frequentes em outros estudos com comunidades de fungos endofiticos de H.
brasiliensis (Gazis e Chaverri, 2010b; Vaz et al., 2018)..

As curvas de rarefacdo fornecem informac@es valiosas sobre a riqueza observada das espécies.
Os resultados da curva demonstraram claramente que a riqueza de espécies do clone C44 foi a mais
alta, com uma possivel tendéncia de aumento continuo a medida que a amostragem também
aumentasse. Os outros dois clones apresentaram uma riqueza de espécies mais baixa, com menor
diversidade, porém o clone C45 apresentou uma curva mais acentuada que o C06, demonstrando que
com o0 aumento das amostras a riqueza também seria maior para esse clone, podendo ser até maior
que a do CO6 que apresenta a tendéncia de curva mais plana. O esfor¢co amostral para capturar a
riqueza de fungos endofiticos geralmente ndo é suficiente, sendo este um padrdo comum para estudos
com comunidades endofiticas devido a grande diversidade desses microrganismos. Padrdes similares

foram encontrados nos estudos com comunidades de fungos endofiticos de plantas de Ficus
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benjamina, F. eléstica e F. religiosa, onde as curvas de rarefacdo revelaram amostragem incompleta
para capturar adequadamente a riqueza dos fungos endofiticos presentes nessas espécies (Solis et al.,
2015).

Os indices de diversidade de Shannon-Wiener confirmaram os resultados das curvas de
rarefacdo, demonstrando que o clone C44 apresentou a maior riqueza e C45 apresentou a mais baixa
riqueza de fungos endofiticos. O indice de Simpson foi alto para os clones, demonstrando que 0s
clones sdo dominados por poucas espécies de fungos. Resultado similar foi encontrado por Vaz et al.
(2018) para arvores de H. brasiliensis, onde as arvores do parque das Anavilhanas apresentaram
maior diversidade (H’= 2,59) em relagdo as arvores da floresta do Caxiuana (H’=1,96), no entanto o
indice de Simpson demonstrou que as arvores de ambos locais eram dominadas por poucas espécies.

A diversidade dos fungos endofiticos de seringueira foi observada em relacdo aos fungos
cultivados, no entanto os métodos baseados na cultura podem ser influenciados pelo tipo de meio de
cultivo, o tipo de amostragem, método de isolamento, adaptacdes fisioldgicas dos fungos e, ainda,
alguns enddfitos ndo sdo cultivaveis (Araujo et al., 2018; Stone, Polishook e White, 2004). Neste
trabalho, o clone C44 apresentou maior diversidade apesar de ter o menor nimero de fungos obtidos
dos seus foliolos. A composicao diversificada de espécies de fungos endofiticos entre hospedeiros da
mesma espécie pode estar relacionado a fatores como o clima, dispersdo dos fungos, e a composi¢ao
da comunidade que circunda as arvores hospedeiras, estes fatores tém sido reportados como causas
que afetam as comunidades de fungos endofiticos nas plantas (Hanson et al., 2012; Singh et al., 2017;
Solis et al., 2015). No entanto, neste estudos as arvores hospedeiras que foram coletados os foliolos
para isolamento dos enddéfitos pertencem ao mesmo ambiente, logo a comunidade que circundas as
arvores e as condicbes climaticas sdo semelhantes para todas as hospedeiras, isso sugere que a
variacdo na diversidade nos enddfitos entre os clones esteja relacionada a influéncia de fatores
relacionados ao hospedeiro (caracteristicas do gen6tipo) conforme demonstrado por Sun et al. (2012)
que revelou em seu trabalho com espécies hospedeiras de Betula platyphylla, Quercos liaotungensis
e Ulmus macrocarpa o seu efeito significativo na comunidade de fungos endofiticos, mostrando
30,1% de variancia na composicdo endofitica explicada pelo hospedeiro. Outros trabalhos também
tém demonstrado que as plantas hospedeiras exercem forte influéncia na comunidade endofitica
(Solis et al., 2015; Thomas et al., 2019). Portanto, o hospedeiro pode estar influenciando na
composicao de fungos endofiticos entre os clones e consequentemente na riqueza de espécies, tendo

em vista que os clones de seringueira sdo compostos por cruzamento de diferentes especies de Hevea.

6.2 Inibicdo do crescimento micelial de C. cassiicola e Colletotrichum sp.
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Os isolados endofiticos reduziram o crescimento micelial de C. cassiicola em 44% e 66% para
Colletotrichum sp. A inibicdo foi direta, através da competicdo por espaco e nutrientes, e também
possivel micoparasitismo pelo fungo Xylaria cubensis (HEV268N), indicado pelo crescimento do
fungo sobre a colonia do patégeno, ndo sendo observado a inibicdo por meio de antibiose neste
trabalho. E possivel a presenca diferentes mecanismos atuando de forma simultanea para suprimir o
desenvolvimento de outro fungo (Chow, Rahman e Ting, 2018; Martinez-Alvarez et al., 2016), como
demonstrado no trabalho de Mejia et al. (2008), onde cinco isolados endofiticos inibiram o
crescimento de Moniliophthora roreri e Phytophthora palmivora por competicdo seguida de
antibiose. A inibicdo de Ganoderma boninense, pelo isolado endofitico de Trichoderma sp.
demonstrou exclusédo competitiva seguido de micoparasitismo (Cheong et al., 2017).

A taxa de crescimento entre os diferentes isolados endofiticos pode ter influenciado no
antagonismo dos fitopatdgenos por exclusdo competitiva, uma vez que fungos que possuem
crescimento acelerado acabam colonizando o substrato de forma rapida, exaurindo nutrientes e
ocupando um nicho que poderia ser usado por um fungo patogénico (Pujade-renaud et al., 2019;
Rodriguez et al., 2009). No ensaio em cultura pareada isso foi observado pelo crescimento rapido dos
fungos endofiticos, ocupando quase toda a placa e ndo deixando espaco para o desenvolvimento dos
fitopatdgenos. Na placa controle ou em placas com fungos endofiticos com crescimento lento, os
patégenos cresceram normalmente, demonstrado que o mecanismo utilizado pelos fungos que tém
crescimento réapido afeta significativamente no desenvolvimento de outros fungos no meio de cultura.
Ainda, um estudo realizado com fungos endofiticos de tecidos de Theobroma cacao reportou que o
mecanismo antagdnico mais comum utilizados pelos endofitos foi competicdo por substrato,
ocorrendo em 23, 35 e 27% dos enddfitos testados contra M. roreri, P. palmivora e M. perniciosa,
respectivamente, enquanto a antibiose s6 ocorreu em 13 e 21% dos isolados investigados contra M.
roreri e P. palmivora, e 0 mecanismo de parasitar o patdgeno sé foi observado por um isolado de
Trichoderma (Meija et al., 2008).

A porcentagem de inibicdo de C. cassiicola e Colletotrichum sp. pelos isolados endofiticos de
seringueira ndo ultrapassaram 70% de inibigdo in vitro, no entanto o efeito do comportamento dos
endofitos sobre o patdgeno pode ser alterado na presenca da planta hospedeira, podendo ter o efeito
inibidor acentuado ou reduzido, como demonstrado no trabalho desenvolvido por Chow et al. (2018),
onde fungos endofiticos (D. phaseolorum, T. asperllum, e P. citrinum) isolados de diferentes
hospedeiros inibiram em até 50% o crescimento de G. boninense em testes de cultura pareada, quando

estes mesmo isolados foram co-inoculados nos ramos da planta hospedeira, dendezeiro, juntamente
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com o patdgeno (G. boninense), foi possivel constatar, por meio de PCR em tempo real, que 0s
endofitos foram capazes de superar o patdgeno, apresentando maior abundancia relativa. Nesse caso
a colonizacdo endofitica teve um efeito negativo na infeccao pelo patégeno, confirmando a atividade
antagobnicas dos endofitos testados contra o patdgeno. Em outro estudo, Abro et al. (2019) reportaram
que fungos endofiticos (Pestalotiopsis humus, Penicillium sp., Hypocrea sp. e Lasiodiplodia
theobromae) isolados de diferentes hospedeiros que obtiveram uma porcentagem de inibicdo de 34,
40, 44 e 66% nos testes in vitro contra o patdgeno Fusarium Oxysporum, agente causal da murcha do
pepino. Os resultados foram satisfatorios quando inoculados em sementes de pepino, diminuindo a
severidade da doenga nas plantulas, variando de 1,20 a 1,40, na escala de 0 a 4 em comparagdo com
o tratamento controle que atingiu 3,60 na escala de severidade da doenca.

No ensaio de cultura pareada, o patégeno Colletotrichum sp. foi 0 mais suscetivel a inibicéo,
tendo seu crescimento inibido por 87,25% dos fungos endofiticos de seringueira, resultado
semelhante foi encontrado por Katoch e Pull (2017), onde o crescimento do patdégeno Colletotrichum
capsici foi inibido pela maioria dos fungos endofiticos. Os isolados que tiveram maior % de inibicdo
no presente trabalho contra os patogenos estudados pertencem aos géneros Cophinforma,
Phanerochaete, Diaporthe e um género ndo identificado. Diversos trabalhos ja reportaram o potencial
de especies associadas a Diaporthe no biocontrole de F. oxysporum, Ceratocystis sp., Botrytis sp. e
G. boninense (Chow, Rahman e Ting, 2018; Ginting et al., 2013; Gonzalez-Teuber, 2016). Outro
estudo testou isolados de Phanerochaete como agentes de controle bioldgicos de F. oxysporum, e
observaram que este enddéfito inibiu o crescimento do patégeno por competicdo em cultura pareada
(Lietal., 2017) e se mostrou bastante promissor in vitro.

Os resultados obtidos com os ensaios de cultura pareada demostraram que os fungos
endofiticos isolados de clones de seringueira tem potencial como agentes de controle bioldgico,
principalmente C. atrovirens (HEV158C), Phanerochaete sp. 3 (HEV255M), Diaporthe sp. 4
(HEV8B) e uma espécie ndo identificada (HEV1A) que exibiram as maiores porcentagens na inibicdo

dos patogenos.

6.3 Producgéo de enzimas extracelulares

A capacidade de sintese de enzimas extracelulares foi detectada em 89,21% dos isolados
endofiticos avaliados, demonstrando assim o seu potencial biotecnolédgico, que esta intimamente
ligado as necessidades naturais desses fungos, pois precisam produzir um arsenal de enzimas
hidroliticas para penetrar e colonizar os tecidos das plantas hospedeiras (Corréa et al., 2014; Mandal

e Banerjee, 2019; Tan e Zou, 2001). Os estudos com fungos endofiticos de diferentes espécies



© 00 N oo o1 A W N

W W W N NN N DN DD DN NN DNDMNDNND P PR R R R R e
N P O © 0 NN OO0 O B WO N P O © 0N OO0 O B WO NN — O

46

demonstram a capacidade desses fungos em produzirem diversas enzimas extracelulares como
pectinases, amilases, celulases, lacases, lipases e proteases em meio solido (Alberto et al., 2016;
Amirita et al., 2012; Fouda, Hassan, S. E., et al., 2015).

Apesar da potencialidade desses fungos para atividade enzimatica, nem todos os isolados
apresentam aptidéo para produzir determinadas enzimas em condigdes de laboratorio. Neste estudo,
11 isolados néo secretaram nenhuma das enzimas testadas e, em contrapartida somente 4 secretaram
todas as enzimas, e 0s demais produziram uma ou mais enzima, conforme descrito nos resultados.
Isso pode estar relacionado a fatores como pH, temperatura, periodo de incubacéo, ou a nao liberacédo
da enzima do micélio (Chamekh et al., 2019; Mani e Preethi, 2018), tendo em vista que as condi¢des
de temperatura, pH e periodo de incubacdo neste estudo foram iguais para todas enzimas.

Alguns dos isolados investigados neste trabalho tém o crescimento rapido o que pode ter
impedido a deteccdo das enzimas que pode ter sido secretada no meio, porém o micélio acabou
predominando e cobrindo a area de visualizacdo da atividade enzimatica, resultado semelhante foi
observado no trabalho de Chamekh et al. (2019), onde a producdo enzimatica ndo foi detectada em
10 cepas. Ainda, a ndo producdo enzimatica dos fungos pode estar associada ao estado do meio de
cultura em que o isolado é cultivado, como demonstrado no trabalho de Patil et al. (2015), onde os
isolados endofiticos que ndo foram positivos nos ensaios em placas foram considerados positivos em
condicdes de cultura liquida.

Das enzimas investigadas neste estudo, a amilase e lipase foram as mais detectadas entre os
fungos endofiticos de seringueira, essas enzimas sdo secretadas pelos endéfitos como parte do seu
mecanismo para superar a defesa do hospedeiro contra invasao microbiana e obter nutrientes para o
seu desenvolvimento (Ayob e Simarani, 2016; Corréa et al., 2014), além de que o potencial amiolitico
apresentado por esses isolados sugere uma possivel mudanca no seu estilo de vida, podendo degradar
o amido disponivel na senescéncia da planta hospedeira, tornando-os sapréfitos (Mahfooz et al.,
2017; Patil et al., 2015). Ainda, a producdo dessas duas enzimas pela grande maioria desses isolados
sugere que os fungos endofiticos de seringueira utilizam lipidios e carboidratos como fonte de energia
(Desire et al., 2014; Maria, Sridhar e Raviraja, 2005). Toghueo et al. (2017) em um estudo com
fungos endofiticos de plantas medicinais reportaram que 78% e 60% dos fungos endofiticos
produziram amilase e lipase, esse resultado corrobora com os que foram encontrados para os isolados
de seringueira.

No presente estudo, mais de 50% dos isolados testados, incluindo espécies de Colletotrichum,

Diaporthe, Phyllosticta, e Xylaria, produziram as enzimas amilase e lipase. Diversos trabalhos tém
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reportado o potencial de alguns desses géneros, como Colletotrichum, Diaporthe e Phyllosticta na
producdo dessas enzimas (Amirita et al., 2012; Toghueo et al., 2017). A alta e moderada producéo
dessas enzimas foram detectadas, em sua grande maioria, pelos isolados de Colletotrichum (género
mais abundante) que apresentaram grande variacdo no indice enzimatico entre eles. Essa variacdo no
IE também foi detectada no trabalho Tuppad e Shishupala, (2014) com fungos endofiticos do género
Colletotrichum isolados de diferentes partes da planta medicinal Butea monosperma, onde o IE variou
de 0.82 a 1.84 para a enzima amilase.

Ao avaliar o potencial dos isolados para producdo das enzimas celulase e protease, verificou-se
que somente 20 e 33% dos fungos endofiticos de seringueira demonstraram capacidade para degradar
caseina do leite e celulose. Em um estudo feito com fungos endofiticos de Viola odorata, Katoch et
al. (2017) reportaram um numero baixo de isolados produzindo as mesmas enzimas, somente 33 e
37% dos fungos isolados foram positivos para celulase e protease. Sunitha, Devi e Srinivas (2013)
avaliando a atividade de enzimas extracelulares de fungos endofiticos de plantas medicinais
reportaram que 28 e 32% dos isolados produziram protease e celulase. Devido a interacdo planta-
enddfito ser altamente dependente de fatores como espécie hospedeira, tecido, idade da planta, e
condicdes climaticas, esses fatores podem influenciar na biologia dos fungos e consequentemente na
producéo de enzimas (Sunitha, Devi e Srinivas, 2013; Zabalgogeazcoa, 2008).

No presente estudo os isolados de Xylaria, Fomitopsis, Colletotrichum, Cucurbitaria,
Hypoxylon, Diaporthe, Rigidoporus, Neodidymella, Trametes e Flavodon mostraram atividade
proteolitica. A atividade proteolitica de alguns desses fungos, como Colletotrichum e Diaporthe, ja
foram reportadas em outros trabalhos com atividade enzimatica de fungos endofiticos (Sunitha, Devi
e Srinivas, 2013; Toghueo et al., 2017). A capacidade dos fungos endofiticos para degradar celulose
esta associada a sua adaptacdo ao seu habitat, que estd em conjunto de materiais lignocelulésicos no
corpo da planta hospedeira (Bhagobaty e Joshi, 2012). A atividade celulolitica neste estudo foi
verificada em espécies de Fomitopsis, Colletotrichum, Curvularia, Hypoxylon, Diaporthe e outros 4
géneros ndo identificados. Outros estudos apontaram a producéo de celulase pelos fungos Curvularia,
Colletotrichum, Diaporthe (Katoch e Pull, 2017; Mani e Preethi, 2018; Santos et al., 2019; Shubha e
Srinivas, 2017).

Os fungos endofiticos sdo recursos promissores para aplicacfes na industria, devido as suas
necessidades naturais podem hidrolisar diversas enzimas que sdo necessarias para aplicacoes
industriais (Toghueo et al., 2017). As enzimas produzidas pelos fungos séo mais lucrativas, pois esses

microrganismos necessitam de um espaco limitado para crescer, se desenvolvem uma composi¢ao
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simples de meio, tem natureza extracelular e sdo passiveis de manipulacdo genética (Mandal e
Banerjee, 2019). Ainda, sabe-se que 60% das enzimas industriais sdo produzidas por fungos

onipresentes e de distribuicdo mundial (Suryanarayanan et al., 2012).

7 CONCLUSAO

Neste estudo foram isolados 269 fungos, dos quais 3 sdo géneros novos e 8 sdo espécies novas.
A composigdo taxondmica de fungos endofiticos presentes nos foliolos dos clones mostrou que eles
recrutam comunidades diferentes de fungos e sdo dominados por espécies do género Colletotrichum.
O clone C44 apresentou maior diversidade de espécies de fungos endofiticos em relacéo aos clones
CO06 e C45. E o clone C45 apresentou maior quantidade de endofitos isolados dos seus foliolos.

A maioria dos fungos endofiticos de seringueira inibiram o crescimento de Colletotrichum sp. e
C. cassiicola in vitro. Os fungos endofiticos Cophinforma atrovirens, Phanerochaete sp. 3, Diaporthe
sp. 4 e uma espécie ndo identificada apresentaram maior potencial como agentes de controle
bioldgico.

Os fungos endofiticos dos clones de Hevea spp. exibiram potencial para producdo das enzimas

testadas neste estudo, sendo amilase e lipase as enzimas mais produzidas pelos endofitos.



ANEXO

Tabela S1. Nameros de depoésito no GenBank das sequéncias ITS dos isolados endofiticos de Hevea sp. geradas neste estudo.
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Isolados _Cédigo No. de acesso

isolados Genbank
Colletotrichum C.f. fructicola hl HEV70P MT470446
Colletotrichum C.f. fructicolahl  HEV89R MT470447
Colletotrichum C.f. fructicolahl HEV103U MT470448
Colletotrichum C.f. fructicolahl HEV125Z MT470449
Colletotrichum C.f. fructicolahl HEV156C MT470450
Colletotrichum C.f. fructicolahl HEV170D MT470451
Colletotrichum C.f. fructicolahl HEV187F MT470452
Colletotrichum C.f. fructicolahl  HEV205H MT470453
Colletotrichum C.f. fructicolahl  HEV224) MT470454
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV3A MT470455
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV6EB MT470456
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV7B MT470457
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV9B MT470458
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV11C MT470459
Colletotrichum C.f. fructicolah3  HEV12C MT470460
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV13C MT470461
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV16D MT470462
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV17D MT470463
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV18D MT470464
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV19D MT470465
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV22E MT470466
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV24E MT470467
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV26E MT470468

Isolados _Cédigo No. de acesso

isolados Genbank
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV27F MT470469
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV29F MT470470
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV30F MT470471
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV31F MT470472
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV38H MT470473
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV41H MT470474
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV44l MT470475
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV46J MT470476
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV47] MT470477
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV52k MT470478
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV53k MT470479
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV56L MT470480
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV57L MT470481
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV61N MT470482
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV65N MT470483
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV66P MT470484
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV67P MT470485
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV69P MT470486
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV71P MT470487
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV72P MT470488
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV73P MT470489
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV78Q MT470490
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV82R MT470491
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Cddigo No. de acesso

el isoladgos Genbank
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV83R MT470492
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV84R MT470493
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV88R MT470494
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV90R MT470495
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV92S MT470496
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV95S MT470497
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV99T MT470498
Colletotrichum C.f. fructicolah4  HEV100T MT470499
Colletotrichum C.f. fructicolah4 HEV102U MT470500
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV108V MT470501
Colletotrichum C.f. fructicolah2 HEV109V MT470502
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV112V MT470503
Colletotrichum C.f. fructicolah2 HEV114V MT470504
Colletotrichum C.f. fructicolah2 HEV115X MT470505
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV116X MT470506
Colletotrichum C.f. fructicolah2 HEV121Z MT470507
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV122Z MT470508
Colletotrichum C.f. fructicolah2 HEV123Z MT470509
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV128A MT470510
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV131A MT470511
Colletotrichum C.f. fructicolah2 HEV133A MT470512
Colletotrichum C.f. fructicolah2 HEV138B MT470513
Colletotrichum C.f. fructicolah2 HEV143B MT470514
Colletotrichum C.f. fructicolah2 HEV148B MT470515
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV150B MT470516
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV154C MT470517
Colletotrichum C.f. fructicolah2 HEV155C MT470518

Cadigo No. de acesso

ol isoladgos Genbank
Colletotrichum C.f. fructicolah2 HEV157C MT470519
Colletotrichum C.f. fructicolah2 HEV167D MT470520
Colletotrichum C.f. fructicolah2 HEV179E MT470521
Colletotrichum C.f. fructicolah2 HEV180E MT470522
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV185F MT470523
Colletotrichum C.f. fructicolah2 HEV186F MT470524
Colletotrichum C.f. fructicolah2 HEV194G MT470525
Colletotrichum C.f. fructicolah2 HEV198G MT470526
Colletotrichum C.f. fructicolah2 HEV201G MT470527
Colletotrichum C.f. fructicolah2 HEV202H MT470528
Colletotrichum C.f. fructicolah2 HEV203H MT470529
Colletotrichum C.f. fructicolah2 HEV204H MT470530
Colletotrichum C.f. fructicolah2 HEV207H MT470531
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV216l MT470532
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV218I MT470533
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV219I MT470534
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV223J] MT470535
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV227] MT470536
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV233K MT470537
Colletotrichum C.f. fructicola h2 HEV235K MT470538
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV247L MT470539
Colletotrichum C.f. fructicolah2  HEV248L MT470540
Colletotrichum C.f. fructicolah3  HEV14C MT470541
Colletotrichum C.f. fructicolah3  HEV62N MT470542
Colletotrichum C.f. fructicolah4  HEV20D MT470543
Colletotrichum C.f. fructicola h4 HEV43lI MT470544
Colletotrichum C.f. fructicolah4  HEV64N MT470545
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Cddigo No. de acesso

el isoladgos Genbank
Colletotrichum C.f. fructicola h4 HEV68P MT470546
Colletotrichum C.f. fructicola h4 HEV74P MT470547
Colletotrichum C.f. fructicola h4 HEV75P MT470548
Colletotrichum C.f. fructicolah4  HEV76Q MT470549
Colletotrichum C.f. fructicolah4  HEV77Q MT470550
Colletotrichum C.f. fructicolah4  HEV79Q MT470551
Colletotrichum C.f. fructicolah4  HEV81R MT470552
Colletotrichum C.f. fructicolah4  HEV85R MT470553
Colletotrichum C.f. fructicolah4  HEV86R MT470554
Colletotrichum C.f. fructicolah4  HEV87R MT470555
Colletotrichum C.f. fructicola h4 HEV91S MT470556
Colletotrichum C.f. fructicolah4  HEV93S MT470557
Colletotrichum C.f. fructicola h4 HEV94S MT470558
Colletotrichum C.f. fructicolah4  HEV96T MT470559
Colletotrichum C.f. fructicolah4  HEV97T MT470560
Colletotrichum C.f. fructicolah4  HEV98T MT470561
Colletotrichum C.f. fructicola h4 HEV104U MT470562
Colletotrichum C.f. fructicolah4 HEV105U MT470563
Colletotrichum C.f. fructicola h4 HEV106V MT470564
Colletotrichum C.f. fructicola h4 HEV107V MT470565
Colletotrichum C.f. fructicolah4 HEV111V MT470566
Colletotrichum C.f. fructicola h4 HEV113V MT470567
Colletotrichum C.f. fructicolah4 HEV129A MT470568
Colletotrichum C.f. fructicola h4 HEV130A MT470569
Colletotrichum C.f. fructicola h4 HEV132A MT470570
Colletotrichum C.f. fructicolah4  HEV152C MT470571
Colletotrichum C.f. fructicolah4 HEV153C MT470572

Cadigo No. de acesso

ol isoladgos Genbank
Colletotrichum C.f. fructicolah4 HEV160C MT470573
Colletotrichum C.f. fructicolah4 HEV161C MT470574
Colletotrichum C.f. fructicolah4 HEV163D MT470575
Colletotrichum C.f. fructicolah4 HEV164D MT470576
Colletotrichum C.f. fructicolah4 HEV166D MT470577
Colletotrichum C.f. fructicolah4 HEV181E MT470578
Colletotrichum C.f. fructicola h4  HEV182F MT470579
Colletotrichum C.f. fructicolah4 HEV183F MT470580
Colletotrichum C.f. fructicolah4 HEV184F MT470581
Colletotrichum C.f. fructicolah4 HEV192G MT470582
Colletotrichum C.f. fructicolah4 HEV193G MT470583
Colletotrichum C.f. fructicolah4 HEV195G MT470584
Colletotrichum C.f. fructicolah4 HEV197G MT470585
Colletotrichum C.f. fructicolah4 HEV206H MT470586
Colletotrichum C.f. fructicolah4 HEV210H MT470587
Colletotrichum C.f. fructicolah4  HEV213I MT470588
Colletotrichum C.f. fructicolah4  HEV214l MT470589
Colletotrichum C.f. fructicolah4  HEV217I MT470590
Colletotrichum C.f. fructicola h4 HEV220I MT470591
Colletotrichum C.f. fructicolah4  HEV?222] MT470592
Colletotrichum C.f. fructicolah4  HEV225] MT470593
Colletotrichum C.f. fructicolah4  HEV243L MT470594
Colletotrichum C.f. fructicolah4  HEV250L MT470595
Colletotrichum C.f. fructicolah4 HEV258M MT470596
Colletotrichum gigasporum HEV35G MT470597
Colletotrichum gigasporum HEV117X MT470598
Colletotrichum gigasporum HEV230J MT470599
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Cadigo No. de acesso

FlEes isoladgos Genbank
Colletotrichum paranaense HEV63N MT470600
Colletotrichum theobromicola HEV25E MT470601
Cophinforma atrovirens HEV119X MT470602
Cophinforma atrovirens HEV158C MT470603
Corynespora cassiicola HEV39H MT470604
Corynespora cassiicola HEV80Q MT470605
Corynespora cassiicola HEV244L MT470606
Corynespora cassiicola HEV256M MT470607
Curvularia aeria HEV165D MT470608
Curvularia asianensis HEV48J MT470609
Curvularia sp. V HEV151C MT470610
Curvularia sp. V HEV264N MT470611
Diaporthe C.f. passifloricola HEV127A MT470612
Diaporthe hongkongensi HEV137B MT470613
Diaporthe hongkongensi HEV234K MT470614
Diaporthe schini HEV45I MT470615
Diaporthe schini HEV139B MT470616
Diaporthe schini HEV208H MT470617
Diaporthe schini HEV215I MT470618
Diaporthe sp. 1 HEV21E MT470619
Diaporthe sp. 1 HEV23E MT470620
Diaporthe sp. 1 HEV49) MT470621
Diaporthe sp. 1 HEV54L MT470622
Diaporthe sp. 1 HEV1247 MT470623
Diaporthe sp. 1 HEV135A MT470624
Diaporthe sp. 1 HEV136B MT470625
Diaporthe sp. 1 HEV169D MT470626

Caodigo No. de acesso

Lelee isoladgos Genbank
Diaporthe sp. 1 HEV209H MT470627
Diaporthe sp. 1 HEV237K MT470628
Diaporthe sp. 1 HEV254M MT470629
Diaporthe sp. 1 HEV257M MT470630
Diaporthe sp. 2 HEVA42I MT470631
Diaporthe sp. 2 HEV126A MT470632
Diaporthe sp. 2 HEV147B MT470633
Diaporthe sp. 2 HEV176E MT470634
Diaporthe sp. 3 HEV118X MT470635
Diaporthe sp. 4 HEVSB MT470636
Diaporthe sp. 4 HEV36G MT470637
Diaporthe sp. 4 HEV134A MT470638
Diaporthe sp. 4 HEV144B MT470639
Diaporthe sp. 4 HEV172E MT470640
Diaporthe sp. 4 HEV177E MT470641
Diaporthe sp. 4 HEV178E MT470642
Diaporthe sp. 4 HEV231K MT470643
Diaporthe sp. 5 HEV32G MT470644
Diaporthe sp. 6 HEV33G MT470645
Diaporthe sp. 6 HEV140B MT470646
Diaporthe sp. 6 HEV146B MT470647
Diaporthe sp. 6 HEV162D MT470648
Diaporthe sp. 6 HEV2A MT470649
Diaporthe sp. 6 HEV171D MT470650
Diaporthe sp. 6 HEV175E MT470651
Diaporthe sp. 6 HEV188F MT470652
Diaporthe sp. 6 HEV239K MT470653
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Cadigo No. de acesso
FlEes isoladgos Genbank
Diaporthe sp. 6 HEV240K MT470654
Diaporthe sp. 6 HEV249L MT470655
Diaporthe sp. 6 HEV267N MT470656
Diaporthe sp. 6 HEV269N MT470657
Flavodon sp.1 HEV40H MT470658
Fomitopsis subtropica HEV228] MT470659
Fusarium concolor HEV199G MT470660
Hypoxylon sp. 1 HEV51K MT470661
Multiguttulispora sympodialis HEV145B MT470662
Muscodor sp. 1 HEV173E MT470663
unknown 2 HEV15C MT470664
unknown 3 HEV34G MT470665
unknown 4 HEV58M MT470666
unknown 5 HEV259M MT470667
Neodidymella thailandicum HEV229] MT470668
Pestalotiopsis adusta HEV120Z MT470669
Phanerochaete sp. 1 HEV60M MT470670
Phanerochaete sp. 2 HEV196G MT470671
Phanerochaete sp. 3 HEV255M MT470672
Phyllosticta bifrenariae HEV4A MT470673
Phyllosticta capitalensis HEV5A MT470674
Phyllosticta capitalensis HEV50K MT470675
Phyllosticta capitalensis HEV55L MT470676
Phyllosticta capitalensis HEV142B MT470677
Phyllosticta capitalensis HEV174E MT470678
Phyllosticta capitalensis HEV190F MT470679
Phyllosticta capitalensis HEV191F MT470680

Caodigo No. de acesso

Lelee isoladgos Genbank
Phyllosticta capitalensis HEV238K MT470681
Phyllosticta capitalensis HEV242L MT470682
Phyllosticta capitalensis HEV246L MT470683
Phyllosticta capitalensis HEV261N MT470684
Phyllosticta capitalensis HEV?241 MT470685
Pseudopestalotiopsis sp. 1 HEV141B MT470686
Rigidoporus microporus HEV200G MT470687
Rigidoporus microporus HEV236K MT470688
Tinctoporellus epimiltinus HEV212I MT470689
Trametes cingulata HEV211H MT470690
Trametes cubensis HEV59M MT470691
Trametes cubensis HEV159C MT470692
Xylaria cubensis HEV268N MT470693




Tabela S2 Lista dos isolados endofiticos de Hevea sp. que compdem 0 agrupamento taxonémico

usado neste estudo

OoTU Cadigos de identificacdo dos isolados

1 HEV70P, HEV89R, HEV103U, HEV125Z7, HEV156C, HEV170D, HEV187F,
HEV205H, HEV224J), HEVV110V, HEV253M, HEV260M

2 HEV3A, HEV6B, HEV7B, HEV9B, HEV10B,HEV11C, HEV13C, HEV16D,
HEV17D, HEV18D, HEV19D, HEV22E, HEV24E, HEV26E, HEV27F, HEV28F,
HEV29F, HEV30F, HEV31F, HEV38H, HEV41H, HEV44l, HEVV46J, HEV47),
HEV52K, HEV53K, HEV56L, HEV57L, HEV61N, HEV65N, HEV66P, HEV67P,
HEV69P, HEV71P, HEV72P, HEV73P, HEV78Q, HEV82R, HEV83R, HEV84R,
HEV88R, HEVI0R, HEV92S, HEV95S, HEV99T, HEV108V, HEV109V,
HEV112V, HEV114V, HEV115X, HEV116X, HEV121Z, HEV122Z, HEVV123Z,
HEV128A, HEV131A, HEV133A, HEV138B, HEV143B, HEV148B, HEV150B,
HEV154C, HEV155C, HEV157C, HEV167D, HEV179E, HEV180E, HEV185F,
HEV186F, HEV194G, HEV198G, HEV201G, HEV202H, HEV203H, HEVV204H,
HEV207H, HEV?216l, HEV218l, HEV219I, HEV223J), HEV226J, HEVV227],
HEV233K, HEV235K, HEV247L, HEV248L, HEV251M, HEV252M, HEV265N

3 HEV12C, HEV14C, HEV62N

4 HEV20D, HEV37H, HEV43I, HEV64N, HEV68P, HEV74P, HEV75P, HEV76Q),
HEV77Q, HEV79Q, HEV81R, HEV85R, HEV86R, HEV87R, HEV91S, HEV93S,
HEV94S, HEV96T, HEV97T, HEV98T, HEV100T, HEV101U, HEV102U,
HEV104U, HEV105U, HEV106V, HEV107V, HEV111V, HEV113V, HEV129A,
HEV130A, HEV132A, HEV152C, HEV153C, HEV160C, HEV161C, HEV163D,
HEV164D, HEV166D, HEV168D, HEV181E, HEV182F, HEV183F, HEV184F,
HEV189F, HEV192G, HEV193G, HEV195G, HEV197G, HEV206H, HEV210H,
HEV213l, HEV2141, HEV2171, HEV220l, HEV222]), HEVV225], HEVV243L,
HEV?250L, HEV258M

5 HEV35G, HEV117X, HEVV230J

6 HEV63N

7 HEV25E

8 HEV119X, HEV158C

9 HEV39H, HEV80Q, HEV244L, HEV256M

10 HEV262N

11 HEV165D

12 HEV48]

13 HEV151C, HEV264N

14 HEV127A

15 HEV137B, HEV234K

16 HEV451, HEV139B, HEVV208H, HEV215I

17 HEV21E, HEV23E, HEV49J, HEV54L, HEV124Z, HEV135A, HEV136B,
HEV169D, HEV209H, HEV237K, HEV254M, HEV257M, HEVV149B, HEV221J,
HEV232K, HEV245L, HEVV266N

18 HEV42l, HEV126A, HEV147B, HEV176E

19 HEV118X

20 HEVS8B, HEV36G, HEV134A, HEV144B, HEV172E, HEVV177E, HEV178E,
HEV231K

21 HEV32G

22 HEV2A, HEV33G, HEV140B, HEV146B, HEVV162D, HEV171D, HEV175E,
HEV188F, HEV239K, HEV240K, HEV249L, HEV267N, HEV269N,

23 HEV263N

24 HEV228]

25 HEV199G
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OTU  Cddigos de identificacéo dos isolados

26 HEV40H

27 HEV51K

28 HEV145B

29 HEV173E

30 HEV229J

31 HEV120Z

32 HEV60M

33 HEV196G

34 HEV255M

35 HEV4A

36 HEV5A, HEV50K, HEV55L, HEV142B, HEV174E, HEV190F, HEV191F,
HEV238K, HEV241L, HEV242L, HEV246L, HEV261N

37 HEV141B

38 HEV200G, HEV236K

39 HEV212I

40 HEV211H

41 HEV59M, HEV159C

42 HEV1A

43 HEV15C

44 HEV34G

45 HEV58M

46 HEV259M

47 HEV268N
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Tabela S3. Producéo de enzimas extracelulares e inibicao de fitopatégenos (Corynespora cassiicola e Colletotrichum sp.) por 102 fungos endofiticos isolados
de clones de seringueira (C06, C44 e C45) de Hevea sp.

indice enzimatico (IE)

Porcentagem de inibicdo (%)

Clone Isolado Especie Amilase  Celulase Lipase Protease  C. cassiicola Colletotrichum sp.
C06 HEV31F Colletotrichum C.f. fructicola h2 1,62 - 1,2 1,06 19,44 15,67
C06 HEV59M Trametes cubensis 1,73 - - 1,06 - 12,18
C06 HEV253K Diaporthesp.1 1,28 1,18 1,1 1,07 14,47 20,28
C06 HEV51K Hypoxylon sp. 1 1,46 1,54 1,29 1,08 - 10,08
C06 HEV229) Neodidymella thailandicum 1,52 - - 1,08 0 4,46
C06 HEV3A Colletotrichum C.f. fructicola h2 - 1,28 1,19 1,22 20,37 16,58
C06 HEV21E Diaporthesp.1 1,28 - 1,12 - 28,26 20,05
C06 HEV53K Colletotrichum C.f. fructicola h2 1,55 - 1,15 - 2,81 13,29
C06 HEV150B Colletotrichum C.f. fructicola h2 1,73 - 1,16 - 16,11 28,77
C06 HEV22E Colletotrichum C.f. fructicola h2 2,07 14 1,18 - 28,32 8,95
C06 HEV100T Colletotrichum C.f. fructicola h4 1,39 - 1,18 - 18,06 40,93
C06 HEV170D Colletotrichum C.f. fructicola hl 2,66 - 1,2 - 21,31 42,85
C06 HEV23E Diaporthesp.1 1,24 - 1,21 - 27,88 13,7
C06 HEV179E Colletotrichum C.f. fructicola h2 1,15 - 1,21 - 17,58 19,94
C06 HEV64N Colletotrichum C.f. fructicola h4 1,19 - 1,24 - 6,13 30,6
C06 HEV17D Colletotrichum C.f. fructicola h2 3,3 1,28 1,25 - 21 12,04
C06 HEV28E Colletotrichum C.f. fructicola h2 1,24 1,11 1,25 - 21,25 10,05
C06 HEV44l Colletotrichum C.f. fructicola h2 2,67 1,94 1,26 - 11,52 17,98
C06 HEV208H Diaporthe schini 1,18 - 1,27 - 31,84 38,97
C06 HEV199G Fusarium concolor - - 1,3 - 22,41 26,35
C06 HEV34G N.I3 - 1,11 1,45 - 0 9,47
C06 HEV14C Colletotrichum C.f. fructicola h3 2,88 - 15 - - 16,31
C06 HEV37H Colletotrichum C.f. fructicola h4 1,34 - 1,73 - 3,39 18,05
C06 HEWV48) Curvularia asianensis 1,69 1,12 - - 9,47 13,04
C06 HEV204H Colletotrichum C.f. fructicola h2 1,87 1,14 - - 13,35 21,81
C06 HEV49) Diaporthe sp. 1 1,63 1,26 - - 27,81 18,67




indice enzimatico (IE)

Porcentagem de inibicdo (%)

Clone  lIsolado Especie Amilase Celulase Lipase Protease C. cassiicola  Colletotrichum sp.
C06 HEV263N Diaporthe terebinthifolii 1,26 1,82 - - 20,02 38,98
C06 HEV201G Colletotrichum C.f. fructicola h2 1,18 - - - 19,13 30,85
C06 HEV42l Diaporthe sp. 2 1,19 - - - 21,86 20,63
C06 HEV2A Diaporthe sp. 6 1,21 - - - 9,43 6,77
C06 HEV45I Diaporthe schini 1,21 - - - 13,37 24,33
C06 HEV112V Colletotrichum C.f. fructicola h2 1,73 - - - - 22,73
C06 HEV159C Trametes cubensis 2,67 - - - - 26,34
C44 HEV226J Colletotrichum C.f. fructicola h2 2,04 - 1,19 1,07 16,98 19,31
C44 HEV40H Flavodon sp.1 - - - 1,07 1,29 24,73
C44 HEV239K Diaporthe sp. 6 1,43 1,23 1,21 1,07 15,16 20,1
C44 HEV140B Diaporthe sp. 6 - 1,2 1,31 1,07 - 8,56
C44 HEV268N Xylaria cubensis 1,24 - 1,26 1,09 3,34 -
C44 HEV244L Corynespora cassiicola - 112 | 414 112 12,72 30,95
C44 HEV228) Fomitopsis subtropica 1,76 1,23 - 1,12 10,73 12,82
C44 HEV163D Colletotrichum C.f. fructicola h4 1,56 - 1,1 - 11,16 37,31
C44 HEV32G Diaporthe sp.5 - - 1,11 - 19,84 23,52
C44 HEV123Z Colletotrichum C.f. fructicola h2 1,42 1,4 1,13 - 12,47 27,68
C44 HEV74P  Colletotrichum C.f. fructicola h4 1,16 - 1,14 - 11,84 32,23
C44 HEV25E Colletotrichum theobromicola 1,45 - 1,2 - 21,26 12,98
C44 HEV256M Corynespora cassiicola - 1,18 1,2 - 14,11 28,34
C44 HEV120Z Pestalotiopsis adusta - - 1,2 - 7,31 -
C44 HEV132A Colletotrichum C.f. fructicola h4 1,6 - 1,2 - 13,57 23,93
C44 HEV36G Diaporthe sp. 4 - - 1,24 - 28 22,1
C44 HEV109V Colletotrichum C.f. fructicola h2 1,36 - 1,25 - 13,13 19,68
C44 HEV67P  Colletotrichum C.f. fructicola h2 - - 1,26 - 20,72 24,22
C44 HEV15C N.I2 1,6 1,13 1,27 - 8,21 -
C44 HEV174E Phyllosticta capitalensis 1,51 - 1,28 - - 15,38
C44 HEV186F Colletotrichum C.f. fructicola h2 1,87 - 1,34 - 15,74 33,12
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indice enzimatico (IE)

Porcentagem de inibicdo (%)

Clone  lIsolado Especie Amilase Celulase Lipase Protease C. cassiicola  Colletotrichum sp.
C44 HEV247L Colletotrichum C.f. fructicola h2 1,31 1,13 1,41 - 7,64 25,14
C44 HEV127A Diaporthe C.f. passifloricola - 1,83 1,44 - 13,76 25,46
C44 HEV172A Diaporthe sp. 4 - 1,11 1,47 - 13,78 33,36
C44 HEV242L Phyllosticta capitalensis 1,33 - 1,51 - - -
C44 HEV50K Phyllosticta capitalensis 1,51 - 1,89 - - 2,71
C44 HEV33G Diaporthe sp. 6 - 1,13 - - - 17,67
C44 HEV177E Diaporthe sp. 4 1,24 - - - 15,59 38,77
C44 HEV58M N.l14 1,27 - - - - 5,45
C44 HEVSB Diaporthe sp. 4 1,44 - - - 43,71 27,48
C44 HEV146B Diaporthe sp. 6 - - - - 15,17 36,64
C44 HEV158C Cophinforma atrovirens . . . . 3219 [ eea
C44 HEV1A N.I'1 - - - - 44,32 53,51
C44 HEV221) Diaporthe sp. 1 - - - - 19,45 36,12
C44 HEV240K Diaporthe sp. 6 - - - - 19,17 42,12
C44 HEV264N Curvulariasp. V - - - - 12,04 8,27
C44 HEV39H Corynespora cassiicola - - - - 6,78 30,5
C45 HEV202H Colletotrichum C.f. fructicola h2 1,51 - 1,26 1,07 5,54 17,47
C45 HEV200G Rigidoporus microporus 1,51 - - 1,07 15,79 20,52
C45 HEV137B Diaporthe hongkongensi - 1,42 1,76 1,08 3,29 25,44
C45 HEV262N Cucurbitaria berberidis - - 1,62 1,12 - -
C45 HEV250L Colletotrichum C.f. fructicola h4 - - 1,25 1,13 13,06 29,24
C45 HEV111V Colletotrichum C.f. fructicola h4 1,53 - 1,21 1,16 14,98 38,97
C45 HEV184F Colletotrichum C.f. fructicola h4 - - 1,25 1,16 12,39 33,05
C45 HEV129A Colletotrichum C.f. fructicola h4 1,24 1,33 1,27 1,28 12,19 18,3
C45 HEV192G Colletotrichum C.f. fructicola h4 1,42 - 1,11 - 10,19 39,62
C45 HEV89R Colletotrichum C.f. fructicola hl 1,35 1,12 1,13 - 7,31 35,52
C45 HEV105U Colletotrichum C.f. fructicola h4 1,67 1,33 1,15 - 20,05 27,9
C45 HEV138B Colletotrichum C.f. fructicola h2 1,35 - 1,17 - 12,77 15,59
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indice enzimatico (IE)

Porcentagem de inibicdo (%)

Clone  lIsolado Especie Amilase Celulase Lipase Protease C. cassiicola  Colletotrichum sp.
C45 HEV108V Colletotrichum C.f. fructicola h2 1,33 1,07 1,19 - 7,82 36,12
C45 HEV168D Colletotrichum C.f. fructicola h4 - - 1,2 - 18,36 29,2
C45 HEV81R Colletotrichum C.f. fructicola h4 1,23 - 1,21 - 11,06 29,93
C45 HEV10B Colletotrichum C.f. fructicola h2 1,34 - 1,22 - - 16,99
C45 HEV259M N.I15 - 1,33 1,24 - - 1,05
C45 HEV80Q Corynespora cassiicola 1,26 - 1,24 - 12,4 30,85
C45 HEV237K Diaporthe sp. 1 1,37 1,23 1,25 - 7,38 29,24
C45 HEV213l Colletotrichum C.f. fructicola h4 1,46 - 1,26 - 4,56 21,69
C45 HEV131A Colletotrichum C.f. fructicola h2 1,26 - 1,26 - 11,24 26,73
C45 HEV79Q Colletotrichum C.f. fructicola h4 - - 1,27 - 16,24 23,35
C45 HEV249L Diaporthe sp. 6 1,28 1,13 1,3 - 5,16 27,32
C45 HEV97S  Colletotrichum C.f. fructicola h4 - 1,32 1,35 - 6,61 9,63
C45 HEV122Z Colletotrichum C.f. fructicola h2 1,69 - 1,62 - 28,2 38,7
C45 HEV63N Colletotrichum paranaense 1,71 1,23 1,76 - 5,66 1,71
C45 HEV69P  Colletotrichum C.f. fructicola h2 1,64 1,18 2,14 - 11,39 27,2
C45 HEV101T Colletotrichum C.f. fructicola h4 1,23 - - - 23,77 25,82
C45 HEV130A Colletotrichum C.f. fructicola h4 - - - - 6,13 19,6
C45 HEV169D Diaporthesp.1 - - - - 19,03 38,7
C45 HEV234K Diaporthe hongkongensi - - - - 25,04 33,87
C45 HEV255M Phanerochaete sp. 3 - - - - 18,25 61,3
C45 HEV234K Diaporthe hongkongensi - - - - 25,04 33,87
C45 HEV255M Phanerochaete sp. 3 - - - - 18,25 61,3
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