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RESUMO

Este trabalho objetivou (1) determinar a micobiota da rizosfera, do rizoplano e enddfita de raizes de
Vitis labrusca cv. Isabel; (2) avaliar a patogenicidade e a capacidade de recolonizagdo de algumas
espécies enddfitas selecionadas em folhas e raizes; (3) determinar a frequéncia de ocorréncia dos
fungos isolados e a similaridade entre a micobiota endofita das raizes, do rizoplano e da rizosfera;
(4) determinar o padrdo de recolonizacdo e a patogenicidade (capacidade de ser um patdgeno
latente) de espécies enddfitas selecionadas através da inoculagdo em mudas de V. labrusca, e, (5)
confirmar, atraves de técnicas moleculares (ISSR), a identificagdo das espécies inoculadas e re-
isoladas. De janeiro a dezembro de 2011 foram efetuadas seis coletas da rizosfera e raizes de V.
labrusca cv. Isabel em Sdo Vicente Férrer, Pernambuco. Fragmentos de raizes (324) foram
desinfestados em alcool 70% (1min), hipoclorito de sédio a 3% (2 min), &lcool 70% (30s), e em
seguida lavados com &gua destilada esterilizada (ADE) e incubados em meio Batata-Dextrose-Agar
(BDA\) + cloranfenicol (50mg/L™). As amostras de rizosfera foram submetidas a técnica de diluicio
sucessiva, onde 25g de solo foram suspensos em 225ml de ADE. Desta diluicdo, 10ml foi
adicionado a 990ml de ADE da qual 1ml foi semeada em meio Agar Sabouraud com Rosa de
bengala (SAB+Rb). Amostras do rizoplano (2mg) foram inoculadas em meio SAB+Rb. As placas
foram incubadas em temperatura ambiente e observadas quanto ao crescimento fungico. As
colonias, apo6s purificadas, foram identificadas com base nas caracteristicas macro e
microestruturais. Para a avaliacdo da capacidade de colonizagdo, Nigrospora oryzae e Fusarium
merismoides, fungos endodfitos isolados de individuos adultos de videiras, foram inoculados
pulverizando 1,5x10° esporos/mL™ com 10 ml, a cada 15 dias, durante 8 semanas, no solo e nas
folhas de mudas de videiras com 40 dias de cultivo, e avaliados apds 30, 60 e 90 dias por meio do
re-isolamento desses fungos das raizes e folhas. Para a avaliacdo da patogenicidade as raizes,
Fusarium oxysporum e Lasiodiplodia theobromae foram inoculados em mudas com 90 dias, por
meio de pulverizagdes de 1,5x10° esporos/mL™ com e sem escarificacdo das raizes. Nas folhas,
Guignardia mangiferae e Colletotrichum gloeosporioides foram inoculados com ferimento, por
meio da fixacdo de discos de micélio a superficie abaxial das folhas, e sem ferimento, por meio de
pulverizagdes da suspensao de indculos dos fungos. As mudas foram cobertas com sacos plasticos
umedecidos com ADE e mantidas em cdmara umida por 48h. O aparecimento de sintomas foi
avaliado durante 30 dias, e realizado o re-isolamento dos fungos testados em meio BDA. Fusarium
oxysporum, F. merismoides e Cylindrocladiella camelliae foram as espécies mais isoladas como
endofitas de raizes. Na rizosfera as espécies mais representativas foram: F. oysporum e F.

merismoides e para o rizoplano: Aspergillus carbonarius, A. japonicus e Trichoderma koningii e T.



virens. Dentre os endofitos inoculados somente N. oryzae foi isolada de folhas (oito re-
isolamentos) apds 30 e 60 dias da inoculacdo, havendo similaridade genética entre seis isolados

pelos primers (GACA); e (GTG)s. Nenhum dos fungos isolados endofitos inoculados causou
sintomas nas mudas de videiras.

Palavras-chave: Avaliacdo de patogenicidade, Micobiota, Taxonomia, Videira, Vitaceae.



ABSTRAT

This study aimed (1) determine the mycoflora of the rhizosphere, rhizoplane and root endophyte of
Vitis labrusca cv. Isabel, (2) evaluate the pathogenicity and the ability to recolonization of some
selected species endophytes in leaves and roots, (3) determine the frequency of occurrence of fungi
isolated and the similarity between the endophyte mycobiota roots, rhizoplane and rhizosphere; (4)
determine the pattern of re-colonization and pathogenicity (ability to be a dormant pathogen)
endophyte species selected by inoculating seedlings of V. labrusca, and (5) confirm by molecular
techniques (ISSR), the identification of the species inoculated and re-isolated. From January to
December 2011 six collections of rhizosphere and roots of V. labrusca cv. Isabel were made Séo
Vincente Férrer, Pernambuco. Fragments of roots (324) were surface sterilized in 70% ethanol (1
min), sodium hypochlorite, 3 % (2 min), 70% ethanol (30s) , and then washed with sterile distilled
water (SDW) and incubated on potato Dextrose Agar (PDA) + chloramphenicol (50mg/L™).
Rhizosphere samples were subjected to successive dilution technique, where 25g of soil were
suspended in 225ml of SDW. This dilution was added to 10ml 990ml of SDW of which 1 ml was
plated on Sabouraud agar medium with Rose Bengal (SAB + Rb). Rhizoplane samples (2 mg) were
inoculated directly into the middle SAB + Rb. The plates were incubated at room temperature and
observed for fungal growth. Colonies after purified, were identified based on macro and
microstructural features. For the evaluation of colonizing ability, Nigrospora oryzae and Fusarium
merismoides, endophytic fungi isolated from adults of V. labrusca cv. Isabel, were inoculated 10 mli
by spraying with 1.5x10° esporos/mL™, every 15 days for 8 weeks in soil and seedling leaves of
vines with 40 days and evaluated after 30, 60 and 90 days by re-isolation of these fungi roots and
leaves. To evaluate the pathogenicity roots, Fusarium oxysporum and Lasiodiplodia theobromae
seedlings were inoculated in 90 days, by spraying 1.5x10° esporos/mL™ with and without scraping
the roots. In leaves, Guignardia mangiferae and Colletotrichum gloeosporioides were inoculated
with injury, by setting the mycelial discs abaxial surface of the leaves and without injury by
spraying inoculum suspension of the fungus. The seedlings were covered with plastic bags
moistened with SDW and kept in a humid chamber for 48 hours. The onset of symptoms was
evaluated for 30 days and performed the re-isolation of fungi tested on PDA. Fusarium oxysporum,
F. merismoides and Cylindrocladiella camelliae were the most isolated species as endophytes of
roots. Rhizosphere and the most representative species were: F. oysporum and F. merismoides and
the rhizoplane Aspergillus carbonarius, A. japonicus and Trichoderma koningii and T. virens.

Among endophytes inoculated only N. oryzae was isolated from leaves (eight re-insulation) after 30



and 60 days after inoculation , with genetic similarity among six isolates by the primers (GACA),

and (GTG)s. None of endophytic fungi isolates caused symptoms in inoculated seedlings vines.

Keywords: Evaluation of pathogenicity, Mycobiota, Taxonomy, vine, Vitaceae.
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Lima, T.E.F. — Micobiota da rizosfera, rizoplano e endéfita de raizes

1. INTRODUCAO

Micro-organismos endofitos, incluindo fungos e bactérias, sdo aqueles que colonizam o interior
(inter ou intracelular) dos tecidos vegetais, ndo causando danos aparentes (Petrini, 1991; Azevedo
& Araujo, 2007) e que despertam o interesse da comunidade cientifica pelo potencial na producao
de metabolitos de importancia econdmica (Souza et al., 2004). Diversos trabalhos demonstram sua
atuacdo no controle bioldgico de doencas e pragas, no aumento da tolerancia a estresses abidticos,
na promocao do crescimento da planta hospedeira e na producdo de antimicrobianos (Pereira et al.
1993, Araujo, 1996; Rodrigues & Dias Filho, 1996; Schulz et al., 2002).

Os fungos enddfitos ndo causam doencas aparentes em seus hospedeiros, podendo ser patdgenos
latentes, mutualisticos, comensalistas e/ou saprofiticos (Bacon & White Jr., 2000; Schulz & Boyle,
2005; Kogel et al., 2006). Podem se relacionar com diversos tipos de plantas e, portanto, ndo
apresentam especificidade por hospedeiro, apenas ha uma preferéncia das espécies por diferentes
partes da planta, o que pode estar relacionado com o contetdo do tecido do vegetal (Petrini et
al.,1992). Os micro-organismos endofitos podem ser transmitidos verticalmente pelas sementes ou
penetrando através da zona radicular através de ferimentos causados pela abrasdo das raizes com o
solo durante o crescimento, na transmissdo horizontal os micro-organismos utilizam aberturas
naturais, tais como estbmatos (Saikkonen et al., 2004; Marinho et al., 2005; Johri, 2006), ocupando
0 mesmo nincho que os fitopatdgenos (Senthilkumar et al., 2007).

Pesquisas com fungos endofitos de videiras foram iniciadas por Cardinale et al. (1994),
estudando folhas da planta na Italia. No Brasil, Brum (2006) deu inicio aos estudos com amostras
de folhas de Vitis labrusca var. Niagara Rosada.

A rizosfera é definida como a porcdo do solo que recebe influéncia do sistema radicular das
plantas (Webley et al, 1953) e a comunidade microbiana da rizosfera diferencia-se
significativamente em composicdo e quantidade, daquela presente no solo livre de raizes
(Marschner, 1994; Kent & Triplett, 2002). O rizoplano, porcao da rizosfera, é o residuo de solo
aderido a raiz de uma planta (Montiel & Aguilar, 2003). Micro-organismos da rizosfera e endofitos
estdo descritos na literatura como benéficos as plantas hospedeiras e possiveis controladores
bioldgicos de fitopatogenos (Ferreira, 2008).

A viticultura esta distribuida em varias regiées do Brasil (Orlando et al., 2003) e Pernambuco
destaca-se como um dos principais produtores de uva (Roberto, 2000). Vitis labrusca L., é uma

espécie de Vitaceae originaria dos Estados Unidos, e os frutos da cultivar Isabel sdo utilizados para
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a producdo de vinho tinto, suco, vinagre, e geléia (Zanuz, 1991; Orlando et al., 2003; Rizzon et al.,
2000).

Hé cerca de 40 anos a viticultura no Agreste Pernambucano destina-se a producdo de V. labrusca
cv. Isabel, principalmente no municipio de Séo Vicente Férrer (Rosa et al., 2008). Os principais
problemas na queda da producéo de uva nesta regido sdo as doencas como o mildio, a antracnose, a
ferrugem e a podridédo seca, todas ocasionadas por fungos (Tavares et al., 2006).

Considerando a caréncia de estudos sobre fungos endoéfitos da raiz, da rizosfera e do rizoplano de
videiras e a importancia do conhecimento da interacdo da micobiota entre essas comunidades
associadas, este trabalho teve por objetivos: (1) determinar a micobiota da rizosfera, do rizoplano e
endofita de raizes de Vitis labrusca cv. Isabel; (2) avaliar a patogenicidade e a capacidade de
recolonizacdo de algumas espécies endofitas selecionadas em folhas e raizes; (3) determinar a
frequéncia de ocorréncia dos fungos isolados e a similaridade entre a micobiota endofita das raizes,
do rizoplano e da rizosfera; (4) determinar o padrdo de recolonizacdo e a patogenicidade
(capacidade de ser um patdgeno latente) de espécies endéfitas selecionadas através da inoculagdo
em mudas de V. labrusca, e, (5) confirmar, através de técnicas moleculares (ISSR), a identificacdo

das espécies inoculadas e re-isoladas.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1. Vitis labrusca

A videira é economicamente uma das mais importantes frutiferas cultivadas no mundo, devido as
inimeras utilizagBes dos seus frutos para consumo (Pommer & Maia, 2003). Pertencente a familia
Vitaceae contém dois géneros: Vitis L. (producdo de vinho e frutas) e Cissus L. (algumas espécies
de interesse medicinal e ornamental) (Hidalgo, 1993; Sousa, 1996; Alvarenga et al., 1998). O
género Vitis apresenta dois subgéneros: Muscadinea e Euvitis. No subgénero Euvitis encontram-se
duas espécies de grande importancia para a agricultura, Vitis labrusca L. e V. vinifera L., utilizadas
na producdo de vinho e consumo in natura das frutas (Giovannini, 1999).

Vitis labrusca € uma espécie oriunda da regido sul da América do Norte, que juntamente com
outras espécies americanas aclimatam-se bem em ambientes quentes e Umidos e de invernos
rigorosos, porém, ndo se adaptam bem ao clima semi-arido (Thomé et al., 1999). A uva Isabel é
uma das principais cultivares de V. labrusca (Rizzon et al., 2000; Scola et al., 2011), que despertou
desde 1850 o interesse de viticultores europeus por sua resisténcia ao oidio, e por se tratar de uma
cultivar relativamente vigorosa, rdstica e produtiva, estando adaptada ao clima Umido (Grigoletti Jr.
& Sonego, 1993; Rizzon et al., 2000; Terra et al., 2001).

Existem poucos estudos sobre a atividade biolégica de fungos em V. labrusca (Rizzon et al.,
2000; Vedana, 2008; Dani et al., 2010). As doencas fungicas sdo um dos principais problemas de
interesse econémico na viticultura, devido as grandes perdas registradas (Maia et al., 2010). Os
fungos que comumente ocorrem na pos-colheita sdao Colletotrichum gloeosporioides, Botrytis
cinerea, Alternaria alternata, Rhizopus sp., Lasiodiplodia theobromae, Penicillium sp., Aspergillus
sp. e leveduras (Benato, 1998), destacando-se C. gloeosporioides (Cia et al., 2009). A uva Isabel
apresenta susceptibilidade a antracnose e ao mildio (Rombaldi et al., 2004).

A viticultura destaca-se por estar distribuida em vérias regiées do mundo (Orlando et al., 2003).
O Brasil é o décimo quinto produtor mundial de uva, e cerca de 47% de uvas produzidas no pais sdo
destinadas a elaboragdo de vinhos, sucos e outros derivados (Mello, 2007). As Regides Sul, Sudeste
e Nordeste abrangem uma area de 89.946 ha de producéao de uva (Protas et al., 2002; Mello, 2007),
sendo o Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Pernambuco, Bahia e Parand os principais estados
brasileiros produtores de uva (Roberto, 2000).

O grande potencial de expansdo do cultivo de V. labrusca ocorreu devido a facilidade de
adaptacdo as condicOes edafoclimaticas, alta produtividade e longevidade (Zanuz, 1991; Grigoletti

Jr. & Sonego, 1993). A principal utilizacdo esta na producdo de vinhos, suco de uva, vinagre,
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geléias e como fruta in natura. No Nordeste, sua producdo estd basicamente destinada a
comercializacdo in natura (Zanuz, 1991; Orlando et al., 2003; Protas, 2003; Scola et al., 2011).

Os subprodutos do suco de uva e vinho sdo fontes de combinac6es de fendlicos que apresentam
propriedades antioxidantes e efeitos benéficos a satide humana (Shrikhande, 2000; Torres & Bobet,
2001). As sementes e a casca da uva contém flavondides, acidos fendlicos e resveratrol, que
demonstram ter atividades funcionais na oxidacao de lipidios e na inibicdo de producéo de radicais
livres (Bagchi et al.,1998; Bouhamidi et al., 1998; Soares et al., 2008).

2.2. A Viticultura em Sao Vicente Férrer

A viticultura no municipio de Sdo Vicente Férrer, localizado no Agreste Pernambucano (Médio
Capibaribe) tem aproximadamente 70 anos, apresentando em torno de 400-500ha de plantio
destinado principalmente a producdo de V. labrusca cv. Isabel, apresentando duas safras anuais
(Rosa et al., 2008; Tavares & Lima, 2009; IPA, 2012).

Esta foi introduzida na regido em 1944 pela familia Freire, que trouxe as primeiras mudas para a
regido (Tavares & Lima, 2009). O municipio possui caracteristicas semelhantes as da Zona da Mata
do Estado (solo, vegetacdo e clima). A viticultura nessa regido esta diretamente ligada a um sistema
de producdo familiar. Os principais problemas na queda da producdo de uva nesta regido estdo
relacionadas as doengas como o mildio (Plasmopara viticola), a antracnose (Elsinoé ampelina), a
ferrugem (Phakopsora euvitis) e a podridao seca (Lasiodiplodia theobromae), todas ocasionadas

por fungos (Tavares et al., 2005).

2.3 Sistema radicular em Vitis

O sistema radicular possui dois tipos de raizes (laterais e permanente), e com funcbes
particulares, funcionando como uma comunidade de membros diferentes, mas interligadas, onde
cada um contribui para o sucesso do todo. Esse sistema executa a absor¢do de agua e nutrientes
inorganicos, reguladores e horménios de crescimento e alongamento, e armazenamento de
carboidratos (Hellman, 2003). A por¢do mais velha ou madura da raiz é responsavel pelo transporte
de agua e nutrientes inorganicos para o sistema caulinar e nutrientes organicos para as porgoes
crescentes da raiz (Anderson et al., 2003).

Os tecidos secundarios das raizes maduras restringem a perda de agua e nutrientes no solo,
servindo de protegdo mecénica e contra agentes parasitarios. A por¢do permanente da raiz ajuda na
ancoragem da videira, atuando como um 0rgdo de armazenamento importante de nutrientes durante

o inverno (Yang et al., 1980). Geralmente formam pélos radiculares de curta dura¢do, aumentando
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0 contato raiz-solo e abrangendo a absorc¢do de agua e minerais, sendo também uma fonte liberadora
de nutrientes organicos no solo que promove o desenvolvimento microbiano em torno da raiz. Esses
micro-organismos protegem a raiz de patdgenos do solo e favorecem a solubiliza¢do dos nutrientes

inorganicos do solo (Jackson, 2008).

2.4. Fungos Endofitos

2.4.1. Definicdo e importancia

Micro-organismo endofito é aquele que passa todo ou um periodo do seu ciclo de vida
colonizando inter ou intracelularmente os tecidos saudaveis da planta hospedeira sem causar
sintomas de doencas (Petrini, 1991). A palavra endofito é derivada do grego (éndon + phytdn),
significa 'no interior da planta’ e abrange bactérias, fungos, algas, virus e insetos que convivem em
simbiose com a planta hospedeira (Schulz & Boyle, 2005).

Os endofitos ndo causam doencas aparentes a seus hospedeiros, podendo ser patégenos latentes e
fracos, mutualisticos, comensalistas e/ou saprobios (Bacon & White, 2000; Photita et al., 2004;
Schultz & Boyle, 2005; Deshmukh et al., 2006; Gonthier et al., 2006; Kogel et al., 2006; Li et al.,
2007). Schulz et al. (2002) levantam a hipotese que a relacao endofito/hospedeiro esté caracterizada
por uma estreita harmonia entre a patogenicidade fungica e a defesa da planta. Devido a esta intima
relacdo entre os endofitos e as plantas, ha sugestdes que estes co-evoluiram e se adaptaram aos seus
hospedeiros (Misagui & Donndelinger, 1990; Stone et al., 1994).

A grande vantagem que fungos enddfitos tm em colonizar os tecidos internos das plantas esta
em proporcionarem um ambiente protegido das adversidades do meio (raio ultravioleta, chuvas,
flutuacbes de temperatura, disponibilidade de nutrientes e competicdo com outros fungos) (Mcinroy
& Kloepper, 1995).

A distincdo entre endofitos e fitopatdgenos foi relatada primeiramente no século XI1X por A. de
Bary em 1866 (Azevedo, 1999), mas, somente a partir de 1970, os endofitos foram devidamente
estudados, despertando grande interesse na area de biotecnologia, para utilizacdo em produtos
farmacéuticos e também como agentes de controle bioldgico (Rodrigues & Samuels, 1999; Aradjo
et al., 2002a; Azevedo et al., 2002; Serafini et al., 2002).

Fungos enddfitos tém sido encontrados em todas as espécies de vegetais estudados, tanto nos
tropicos como nas regides temperadas e desérticas (Fisher et al., 1995; Toofanee & Dulymamode,
2002; Schulz & Boyle, 2005; Higgins et al., 2006; Stone, 2006; Arnold & Lutzoni, 2007
Promputtha et al., 2007; Porras-Alfaro et al., 2008). No Brasil, 0os primeiros estudos sobre o
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isolamento de fungos enddfitos foram os de Rodrigues & Samuels (1990), Pereira et al. (1993) e
Rodrigues (1994).

Esses fungos tém despertado interesse quanto ao potencial bioldgico, econémico e ecoldgico,
contribuindo na producdo de substancias que fornecem protecdo e sobrevivéncia ao hospedeiro.
Estes compostos, uma vez isolados, podem apresentar utilidades na area medica, agricola e
industrial. Novos antibioticos, imunossupressores, antineoplasicos, herbicidas, antihelminticos e
inseticidas sdo alguns exemplos da capacidade de ac¢éo dos fungos endoéfitos (Li et al., 2000; Tan &
Zou, 2001; Schulz et al., 2002; Strobel et al., 2004; Wang et al., 2007; Esposito & Azevedo, 2010).

As interacdes ecoldgicas que ocorrem entre endéfito-planta podem ser: mutualisticas (ambos sdo
beneficiados) e neutras ou comensalistas (0 hospedeiro néo é afetado) (Carroll & Wicklow, 1992).
Durante as interacfes simbidticas hd producdo de metabdlitos primérios e secundarios (Owen &
Hundley, 2004; Rosenblueth & Mertinez-Romero, 2006), que podem conferir a planta a diminuicdo
da herbivoria e do ataque de insetos, 0 aumento da tolerancia a estresses abioticos, o controle de
micro-organismos, o aumento da area foliar e biomassa, o crescimento vegetal, o controle bioldgico
de pragas, a producéo de fitohormonios e toxinas, e a resisténcia a doencas e danos causados por
patogenos (Read & Camp, 1986; Clay, 1988; West et al., 1990, Stovall & Clay, 1991; Pereira et al.,
1993; Araujo, 1996; Rodrigues & Dias Filho, 1996; Azevedo et al., 2000; Clegg & Murray, 2002;
Redman et al., 2002; Arnold & Herre, 2003; Strobel, 2003; Waller et al., 2005; Bailey et al., 2006;
Gunatilaka, 2006; Mejia et al., 2008; Cheplick & Faeth, 2009; Ramos et al., 2010).

Diversos autores relatam a acdo antimicrobiana de substancias produzidas por fungos endoéfitos
(Rodrigues et al., 2000; Liu et al., 2001; Bao & Lazarovits, 2001; Huang et al., 2001; Strobel, 2003;
Chareprasert et al., 2006), juntamente com a acdo antioxidante, de grande importancia para a
industria de cosméticos (Strobel et al., 2002).

Para a industria farmacéutica os fungos endofitos também se destacam por serem uma alternativa
eficaz na producdo de novos compostos terapéuticos inibindo ou destruindo ampla variedade de
agentes patogénicos como bactérias, fungos e virus que afetam o homem e outros animais (Siqueira,
2008) e como a fonte deumavariedade de metabolitos secundarios ativos anti-cancer,
antimicrobianos, antidiabéticos e imunossupressores (Strobel et al., 1997; Zhang et al., 1999;
Wagenaar et al., 2000; Yang et al., 2011).

Schulz et al. (2002) isolaram por 12 anos aproximadamente 6.500 fungos endofitos de plantas
herbaceas que apresentaram substancias com atividade biologica: terpenodides, esterdides, xantonas,
quinonas, fendis, isocumarinas, tetralonas, entre outras. Varios trabalhos relatam a utilizacdo de
endofitos na producdo de compostos como: pacitaxel (utilizado em quimioterapia), camptotecina
(antitumoral), podofilotoxina (antimitotico), hipericina (atua como antibiotico e inibidor da quinase)

e gentiopicrina (antimalarica) isolados de Taxus cuspidata Siebold & Zucc., Nothapodytes foetida
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(Wight) Sleumer, Podophyllum peltatum L., Hypericum perforatum L., e Gentiana macrophylla
Pall., porém ainda ndo existem relatos de sucesso em escala industrial (Zhao et al., 2011).

Yin & Sun (2011) isolando fungos enddfitos de raizes, caules e folhas de Vinca minor L.,
obtiveram um isolado capaz de produzir a substancia vincamina, utilizada na industria farmacéutica
como vasodilatador e estimulante cerebral (vincamine). Stierle et al. (1993) destacam o isolamento
de Taxomyces andreanae como endofita de Taxus brevifolia Peattie com inicial producéo de taxol e
taxanos. Esses compostos tambeém foram isolados de Campthoteca acuminata Decne. e de outras
espécies de Taxus L. (Ganley et al., 2004; Lin et al., 2007; Zhang et al., 2007; Deng et al., 2009;
Liu et al., 2009). Strobel (2006) considera que a origem e a producdo desses compostos estejam
ligados a fatores evolutivos ocorridos por recombinacdo genética entre 0 micro-organismo e 0

hospedeiro.

2.4.2. Transmissao e isolamento dos fungos endofitos

Os endofitos podem ser transmitidos a planta hospedeira verticalmente pelas sementes ou
penetrando através da zona radicular por meio de ferimentos causados pela abrasdo das raizes com
0 solo durante o crescimento; ou transmitidos horizontalmente utilizando aberturas naturais, tais
como estdbmatos e hidatodios presentes nas partes aéreas da planta, diretamente na parede celular
utilizando apressorios e haustorios (Saikkonen et al., 2004; Marinho et al., 2005; Johri, 2006); por
aberturas artificiais sofridas pela acdo de pragas, animais, homem e agressdes abidticas; ou ainda
por secrecdo de enzimas hidroliticas (Esposito & Azevedo, 2010). A colonizacdo pode ser
intercelular e intracelular, em qualquer tecido vegetal (Peixoto-Neto et al., 2002; Schulz & Boyle,
2005; Marinho et al., 2005; Johri, 2006).

Estudos da micobiota enddfita em dicotiledéneas (arboreas tropicais), revelam diferencas na sua
transmissdo em relacdo as monocotileddneas como gramineas, que apresentam transmissao
horizontal de enddéfitos, e demonstram algum grau de afinidade pelo hospedeiro (Herre et al., 1999,
Arnold et al., 2000; Herre et al., 2005; Van Bael et al., 2005; Herre et al. 2007; Mejia et al., 2008).

A primeira etapa para o isolamento dos enddfitos engloba a selegdo do material vegetal, tais
como: folhas, caules, ramos, flores, sementes e raizes, que devem estar aparentemente sadio, e com
0 emprego de técnicas eficientes de desinfestacdo superficial, que variam de hospedeiro para
hospedeiro, dependendo da espessura da epiderme do 6rgéo vegetal escolhido (Pereira et al., 1993).

Esses micro-organismos podem ser isolados por diferentes técnicas: extragdo a vacuo (Bell et al.,
1995); centrifugacdo, maceracdo (Dong et al., 1994); ruptura no tecido vegetal (Hallmann et al.,
1995) e fragmentacéo do tecido vegetal (mais utilizada para isolar bactérias e fungos) (Pereira et al.,

1993; Araujo et al., 2002b). Porém, segundo Vandenkoornhuyse et al. (2002), as técnicas de
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isolamento convencionais podem dificultar o reconhecimento da diversidade de fungos endofitos.
Esses micro-organismos também podem ser observados diretamente por microscopio éptico ou
eletronico, entre os espacos intra e intercelular dos tecidos vegetais ou pela amplificacdo de DNA
(Schulz & Boyle, 2005).

No processo de isolamento de fungos enddfitos, a desinfestacdo da superficie externa do vegetal
pode variar de acordo com a concentracdo e 0 tempo de exposi¢cdo das substancias utilizadas,
levando-se em consideracgéo a idade da planta e os tecidos utilizados (Azevedo, 1998).

A identificacdo de fungos enddéfitos tem sido baseada nas condicdes da cultura e esporulagdo dos
isolados em meios naturais (agar de farinha de milho, 4gar V8, agar cenoura e/ou batata), ou em
meios quimicamente definidos (a4gar Czapek, agar Sabouraud, agar Malte) que podem induzir a
esporulacéo (Guo et al., 1998; Taylor et al., 1999; Frohlich et al., 2000).

A maioria dos fungos endofitos isolados pertencem ao filo Ascomycota e seus anamorfos.
Espécies de Basidiomycota e Zygomycota sdo pouco isoladas como endofitos (Stone et al., 2000;
Schulz & Boyle, 2005).

2.4.3. Especificidade e colonizacéo dos fungos endofitos

As comunidades enddfitas variam espacialmente no vegetal (Nalini et al., 2005; Tejesvi et al.,
2005; Gond et al., 2007), sendo dependentes da interagdo com outras comunidades enddfitas,
epifiticas e patogénicas (Araujo et al., 2001; Santamaria & Bayman, 2005; Osono, 2007), além de
sofrerem influéncia do ambiente, como temperatura, poluicdo e estacdo do ano (Araujo et al., 2001;
Pimentel et al., 2006).

Petrini et al. (1992) e Bayman et al. (1998) concluiram que diferentes tecidos vegetais sdo
microhabitats distintos, confirmando que os fungos enddéfitos ndo apresentam especificidade por
hospedeiro, mas sim uma preferéncia das espécies por diferentes partes da planta. Entretanto, outros
estudos sugerem que todas as partes do vegetal possuem endofitos existindo certo grau de
especificidade endofito-hospedeiro, seja por um género ou familia (Carroll, 1988; Suryanarayanan
et al., 1998; Melo et al., 2002). Segundo Schulz & Boyle (2005) as comunidades de fungos
enddfitos podem ser onipresentes ou apresentarem especificidade do hospedeiro.

Estudos mostram que a taxa de colonizacdo pode variar entre hospedeiros, distribuicdo
geografica, idade do tecido vegetal e condi¢des climaticas, ecoldgicas e sazonais diferentes,
incluindo altitude e precipitacdo (Carroll & Carroll, 1978; Rodrigues, 1994; Larran et al., 2001;
Arnold & Herre, 2003). Alguns fatores podem influenciar na frequéncia de espécies de fungos
endofitos, tais como: altitude, umidade, densidade de copa do hospedeiro, precipitagdo e o proprio

hospedeiro (Kumaresan & Suryanarayanan, 2001). Segundo Rodrigues & Petrini (1997), espécies
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de fungos endofitos isolados de regiGes temperadas raramente sdo isoladas em regides tropicais e

vice-versa.

2.4.4. Fungos endofitos em raizes

Os tecidos radiculares formam um complexo morfolégico, fisico e quimico que se torna habitat
para diversas comunidades de micro-organismos (Sieber & Grining, 2006), como bactérias,
fungos endofitos e micorrizicos (Brundrett, 2006). As comunidades enddfitas de raizes podem
conter espécies epifiticas comuns e rizosféricas, que variam quanto a dominantes, raras ou ausentes
segundo o hospedeiro (Fisher& Petrini 1992; Cabral et al., 1993; Stone et al., 2004).

A maioria das espécies de fungos endofitos em raizes é comum no solo, principalmente na
rizosfera, sendo este 6rgdo considerado como uma importante fonte de endofitos (Germida et al.,
1998; Prell & Day, 2000; Sessitsch et al., 2002), e de fungos patdgenos, que causam graves danos
as plantas cultivadas, reduzindo seus rendimentos (Prell & Day, 2000).

Os endofitos penetram pelas raizes através da degradacdo da celulose local ou por meio de
fraturas no sistema radicular (Gough et al., 1997). Tem sido proposto que esses micro-organismos
podem ser benéficos as plantas (Chanway, 1996). Alguns fungos endofitos de raizes atuam como
saprobios gerando beneficios na rizosfera a partir de compostos orgénicos e inorganicos liberados
(Scervino et al., 2009).

Os fungos endofitos de raizes apresentam um papel menos direto no processo de decomposicao
do que os fungos do solo ou rizosfera, mas eles interagem em uma variedade de maneiras com a
planta hospedeira, podendo ocorrer consideraveis sobreposicoes ecolégicas (Jumpponen & Trappe,
1998). Fungos saprébios do solo e da rizosfera, patdgenos radiculares e enddfitos sobrepdem-se
consideravelmente, sendo isolados repetidamente e, preferencialmente, como simbiontes de raizes
(Stone et al., 2004).

As interacdes dos fungos enddfitos com plantas hospedeiras podem variar de patogénicos a
mutualistas (Vujanovic & Vujanovic 2007; Smith & Read, 2008). Essa colonizacdo flungica é
importante na adaptabilidade ecoldgica do hospedeiro, tornando-o tolerante a estresses bidticos e
abioticos (Omacini et al., 2001; Narisawa et al., 2004; Rai et al., 2004; Schulz & Boyle, 2005;
Marquez et al., 2007; Rodriguez et al., 2008). Além disso, a colonizacdo por fungos endéfitos pode
conferir beneficios para a planta hospedeira, como o controle de doencas radiculares (St-Arnaud &
Vujanovic, 2007), a captacao de fosforo (Sieber, 2002) e a promog&o do crescimento (Deshmukh &
Kogel, 2007). Em plantas de cevada foi possivel constatar 0 aumento da tolerancia ao estresse e
resisténcia as doencas em presenca de Piriformospora indica Sav.Verma, Aj.Varma, Rexer, G.Kost

& P.Franken como endofito de raiz (Waller et al., 2005;. Deshmukh et al., 2006). Abdellatif et al.
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(2007) constataram que fungos enddfitos de raizes podem ser utilizados como uma alternativa para

fertilizantes quimicos e pesticidas.

2.4.5. Fungos endofitos em videiras

Pesquisas com fungos endofitos de videiras foram iniciadas nas folhas da planta na Italia, por
Cardinale et al. (1994). Mostert et al. (2000) estudaram fungos endofitos em diferentes partes
(folhas, nos, entrends, peciolo e gavinhas) de Vitis vinifera no Sul da Africa, obtendo 1.705
isolados. Dentre estes isolados, Alternaria alternata foi a espécie mais frequente. Musetti et al.
(2006) obtiveram 126 isolados de fungos endofitos a partir de 140 fragmentos de folhas incubadas.
Esses isolados foram testados no controle biolégico contra Plasmopara viticola em V. vinifera na
Italia. Rodolfi et al. (2006), isolando fungos endofitos de folhas, caules, frutos e sementes de quatro
variedades no Norte da Italia, obtiveram 23 espécies de fungos endofitos. Casieri et al. (2009)
obtiveram 703 isolados, tendo identificado 66 espécies de fungos endofitos em cinco cultivares na
Suica. Martini et al. (2009) detectaram, por meio de técnicas moleculares, 49 espécies de fungos
enddfitos de duas variedades de V. vinifera (Merlot e Prosecco) do nordeste Italiano. Recentemente,
Gonzalez & Tello (2011) obtiveram 585 isolados, com identificacdo de 68 espécies de fungos
endofitos, de folhas, galhos e frutos em seis localidades produtoras de V. vinifera na Espanha,
enquanto Pancher et al. (2012) com estudos de fungos endofitos em plantios orgéanicos de V.
vinifera no norte da Italia identificaram 254 isolados por amplificacdo do DNA.

No Brasil, sdo poucos os estudos com fungos enddfitos em videiras. Brum (2006) iniciou as
pesquisas, isolando 120 fungos de tecidos foliares de Vitis labrusca var. Niagara Rosada no interior
de S&o Paulo, identificando e testando 14 géneros no controle biolégico de Fusarium spp.. Brum
(2008) em continuidade a sua pesquisa, identificou 39 espécies a partir de 275 isolados endofitos de
caules e folhas de V. labrusca var. Niagara Rosada, e avaliou a atividade antagbnica dessas espécies
contra Fusarium sp. e Botrytis sp.. Os géneros mais frequentes encontrados foram Alternaria,
Botryosphaeria, Colletrotrichum, Diaporthe e Guignardia, e a maioria das espécies identificadas
como anamorfos de Ascomycota. Lima (2010) estudou fungos endofitos de folhas de V. labrusca
cv. Isabel do interior de Pernambuco, obtendo 424 isolados e 40 espécies. Os géneros mais
frequentes nesse estudo foram Nigrospora e Glomerella. Brum et al. (2012) identificaram diferentes
espécies de fungos endofitos de V. labrusca (Niagara Rosada) baseados em sequéncias de rDNA
com possivel potencial antagbnico contra F. oxysporum. Lima et al. (2012; 2013) relatam a nova
ocorréncia de Phaeotrichoconis crotalariae e de leveduras do género Rhodotorula como endofitas

de folhas em V. labrusca cv. Isabel. E por fim, Felber & Pamphile (2013) publicaram uma pequena
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revisao sobre o isolamento de fungos endéfitos com potencial controlador biolégico em cultivos de
videiras.

As espécies isoladas mundialmente como enddfitas de videiras estdo citadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Espécies de fungos endofitos isolados de Vitis spp.

Espécies

Referéncias

Absidia glauca
Acremonium sp.

Alternaria alternata

A. arborescens

A. tenuissima
Alternaria sp.

Apiospora montagnei
Apodus oryzae

Arthrinium phaeospermum
A. sacchari

Ascochyta sp.

Ascotricha sp.
Arthrobotrys sp.
Aspergillus brasiliensis (=Aspergillus
niger)

A. terreus

Aspergillus sp.

Aureobasidium pullulans

Beauveria bassiana

B. brongniartii
Bionectria ochroleuca
Bjerkandera adusta
Botryosphaeria obtuse
B. stevensii
Botryotinia fuckeliana
Botrytis cinerea

Cadophora fastigiata

C. luteo-olivacea
Ceratobasidium cornigerum
Ceratobasidium sp.
Cerebella andropogonis
(=Epicoccum andropogonis)
Ceriporiopsis sp.
Cerrena unicolor
Chaetomium globosum
C. nigricolor
Chaetomium sp.

Pancher et al., 2012

Mostert et al., 2000; Rodolfi et al., 2006;
Gonzalez & Tello, 2011

Mostert et al., 2000; Musetti et al., 2006; Brum,

2008; Martini et al., 2009; Lima, 2010, Gonzalez

& Tello, 2011

Casieri et al., 2009; Brum, 2008; Gonzalez &
Tello, 2011

Brum, 2008; Gonzalez & Tello, 2011
Mostert et al., 2000; Brum, 2006; Casieri et al.,
2009; Gonzalez & Tello, 2011; Pancher et al.,
2012

Casieri et al., 2009

Brum, 2008

Gonzalez & Tello, 2011

Brum et al., 2012

Mostert et al., 2000

Mostert et al., 2000

Casieri et al., 2009

Rodolfi et al., 2006; Casieri et al., 2009;
Gonzalez & Tello, 2011; Pancher et al., 2012
Gonzalez & Tello, 2011

Brum, 2006; Musetti et al., 2006; Casieri et al.,
2009; Gonzalez & Tello, 2011

Martini et al., 2009; Gonzalez & Tello, 2011;
Brum et al., 2012; Pancher et al., 2012

Lima, 2010; Gonzalez & Tello, 2011

Rodolfi et al., 2006

Casieri et al., 2009

Brum et al., 2012

Casieri et al., 2009; Gonzalez & Tello, 2011
Gonzalez & Tello, 2011

Gonzalez & Tello, 2011

Casieri et al., 2009; Gonzalez & Tello, 2011;
Pancher et al., 2012

Casieri et al., 2009

Casieri et al., 2009

Gonzalez & Tello, 2011

Casieri et al., 2009

Brum, 2008

Brum, 2008

Brum, 2008

Casieri et al., 2009; Gonzélez & Tello, 2011
Casieri et al., 2009

Mostert et al., 2000; Casieri et al., 2009;
Gonzalez & Tello, 2011
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Tabela 1. Continuacao.

Espécies

Referéncias

Chaeotosphaeria vermicularioides
(=Chloridium virescens var.
chlamydosporum)

Cladosporium cladosporioides

C. herbarum

C. oxysporum

C. sphaerospermum
C. temuissimum
Cladosporium sp.

Clonostachys rosea (=Gliocladium
roseum)

Cochliobolus cynodontis (=Bipolaris
cynodontis)

Colletotrichum acutatum
(=Glomerella acutata)

C. boninense

C. lindemuthianum

C. musae

C. truncatum
Colletotrichum sp.
Conyochaeta sp.
Coniothyrium olivaceum
(=Microsphaeropsis olivacea)
Coniothyrium sp.
Coprinellus radians
Curvularia clavate

C. lunata var. aeria
Cylindrocarpon liriodendra
Cylindrocarpon sp.
Daldinia eschscholtzii

D. loculata

Diaporthe eres

D. helianthi

D. phaseolorum

D. rudis (=Diaporthe
medusa)

Diaporthe sp.
Drechslera sp.
Epicoccum nigrum

Epicoccum sp.

Flavodon flavus

Fusarium chlamydosporum
F. oxysporum

F. poae

Lima, 2010

Mostert et al., 2000; Casieri et al., 2009; Lima,
2010

Gonzalez & Tello, 2011

Pancher et al., 2012; Lima, 2010

Casieri et al., 2009; Lima, 2010

Lima, 2010

Pancher et al., 2012

Mostert et al., 2000; Casieri et al., 2009

Mostert et al., 2000
Brum, 2008

Brum et al., 2012

Lima, 2010

Lima, 2010

Casieri et al., 2009

Brum, 2006; Gonzalez & Tello, 2011
Mostert et al., 2000

Mostert et al., 2000

Mostert et al., 2000

Casieri et al., 2009

Mostert et al., 2000

Lima, 2010

Casieri et al., 2009

Casieri et al., 2009

Brum, 2008

Brum, 2008

Casieri et al., 2009

Brum, 2008; Brum et al., 2012
Brum, 2008; Casieri et al., 2009; Brum et al.,
2012

Casieri et al., 2009

Brum, 2006; Casieri et al., 2009

Mostert et al., 2000

Mostert et al., 2000; Casieri et al., 2009;
Martini et al., 2009; Gonzalez & Tello, 2011;
Brum et al., 2012; Pancher et al., 2012
Brum, 2006

Brum et al., 2012

Mostert et al., 2000; Brum, 2008

Mostert et al., 2000; Gonzalez & Tello, 2011;
Pancher et al., 2012

Mostert et al., 2000
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Tabela 1. Continuagéo.

Espécies Referéncias
F. proliferatum Gonzélez & Tello, 2011
Fusarium sp. Mostert et al., 2000; Musetti et al., 2006; Brum,

Gelasinospora sp.
Geniculosporium anamorfo de
Hypoxylon serpens

Geomyces pannorum
Geotrichum sp.

Gibberella acuminata (=Fusarium
acuminatum)

G. avenacea

G. baccata (=Fusarium lateritium)
G. fujikuroi var. subglutinans
(=Fusarium subglutinans)

G. sacchari (=Fusarium sacchari)
G. zeae (=Fusarium graminearum)
Gliomastix murorum
Glomerella cingulata
(=Colletotrichum gloeosporioides)
Gonatobotryum sp.
Guignardia mangiferae

G. vaccinii

Guignardia sp.
Haematonectria haematococca
(=Fusarium solani)

Ogataea polymorpha (=Hansenula
polymorpha)

Humicola sp.

Hypocrea parapilulifera
Hypoxylon sp.

Ilyonectria macrodidyma
(=Neonectria macrodidyma)

I. radicicola (=Cylindrocarpon
destructans)

Irpex lacteus

Khuskia oryzae (=Nigrospora oryzae)

Khuskia oryzae (=Nigrospora
sphaerica)

Lecanicillium lecanii
Lecythophora hoffmannii
Lenzites elegans
Leptosphaeria sp.

Lewia infectoria (=Alternaria
infectoria)

Libertella sp.

Lophiostoma corticola (=Massarina

corticola)

Macrophomina phaseolina
Massarina igniaria (=Periconia
igniaria)

2008; Casieri et al., 2009; Pancher et al., 2012
Mostert et al., 2000
Mostert et al., 2000

Casieri et al., 2009
Gonzalez & Tello, 2011
Mostert et al., 2000

Gonzéalez & Tello, 2011
Lima, 2010
Brum et al., 2012

Brumet al., 2012

Pancher et al., 2012

Lima, 2010

Brum, 2008; Lima, 2010; Brum et al., 2012

Gonzalez & Tello, 2011

Brum, 2008; Lima, 2010; Brum et al., 2012
Brum, 2008

Brum, 2006

Brum, 2008; Casieri et al., 2009; Lima, 2010

Pancher et al., 2012

Gonzalez & Tello, 2011
Casieri et al., 2009
Brum, 2008

Casieri et al., 2009

Gonzalez & Tello, 2011

Brum, 2008

Mostert et al., 2000; Martini et al., 2009; Lima,
2010; Gonzalez & Tello, 2011

Mostert et al, 2000; Lima, 2010

Gonzalez & Tello, 2011

Casieri et al., 2009

Brumet al., 2012

Casieri et al., 2009; Gonzélez & Tello, 2011
Mostert et al., 2000

Gonzalez & Tello, 2011
Casieri et al., 2009

Gonzalez & Tello, 2011
Gonzalez & Tello, 2011
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Tabela 1. Continuagéo.

Espécies

Referéncias

Melanospora damnosa
(=Gonatobotrys simplex)
M. zamiae
Metarhizium anisopliae
Microdochium Bolleyi
Microthia havanensis
Millerozyma farinosa
(=Debaryomyces hansenii)
Mortierella hyaline

M. verticillata

Mucor circinelloides
M. hiemalis

M. plumbeus

M. racemosus

Mucor sp.

Nectria ramulariae

Nemania serpens var. serpens
(=Hypoxylon serpens)

Neofusicoccum parvum (=Fusicoccum
parvum)

N. parvum

N. parva (=Botryosphaeria parva)

Neonectria fuckeliana (=Nectria
fuckeliana)

Neoplaconema sp.
Neurospora crassa
Nigrospora sp.

Nodulisporium gregarium
Nodulisporium sp.
Ophiostoma piceae (=Ophiostoma
quercus)

O. subalpinum

Ophiostoma sp.

Paecilomyces marquandii

P. variotii

Paraconiothyrium brasiliense
Paraphaeosphaeria pilleata
Passalora fulva (=Mycovellosiella
fulva)

Parascedosporium putredinis
(=Graphium putredinis)
Penicillium chrysogenum

P. restrictum

P. spinulosum

Penicillium sp.

Periconia atropurpurea
Pestalotiopsis maculans
P. microspora

Lima, 2010

Rodolfi et al., 2006
Brum, 2008
Casieri et al., 2009
Brum, 2008
Pancher et al., 2012

Casieri et al., 2009
Pancher et al., 2012
Casieri et al., 2009

Casieri et al., 2009; Gonzalez & Tello, 2011;

Pancher et al., 2012
Casieri et al., 2009

Casieri et al., 2009; Gonzalez & Tello, 2011

Gonzalez & Tello, 2011

Casieri et al., 2009; Gonzalez & Tello, 2011

Gonzalez & Tello, 2011
Mostert et al., 2000

Brum, 2008
Brum, 2008; Casieri et al., 2009;
Gonzalez & Tello, 2011

Casieri et al., 2009; Gonzalez & Tello, 2011

Casieri et al., 2009

Pancher et al., 2012

Brum, 2006

Lima, 2010

Brum, 2008; Gonzalez & Tello, 2011

Casieri et al., 2009; Gonzalez & Tello, 2011

Casieri et al., 2009

Casieri et al., 2009

Lima, 2010

Lima, 2010

Brum, 2008

Brum, 2006; Brum et al., 2012
Casieri et al., 2009

Lima, 2010

Pancher et al., 2012
Pancher et al., 2012
Pancher et al., 2012

Brum, 2006; Casieri et al., 2009; Gonzélez &

Tello, 2011
Lima, 2010
Lima, 2010
Brum, 2008
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Tabela 1. Continuagéo.

Espécies

Referéncias

P. paeoniicola

Pestalotiopsis sp.
Phaeoacremonium aleophilum
P. inflatipes

Phaeomoniella chlamydospora
Phaeosphaeria nodorum
Phaeotrichoconis crotalariae
Phanerochaete sérdida
Phialophora sp.

Phlebia subserialis

Phoma glomerata

P. herbarum
Phoma sp.

Phomopsis pittospori (=Phomopsis
archeri)
P. theicola

P. viticola

Phomopsis sp.
Phyllosticta sp.
Pithomyces chartarum
(=Leptosphaerulina chartarum)
Pleospora herbarum
Pleurotus nebrodensis
Preussia africana

Podospora pausiceta
(= Podospora anserina)

Pseudocochliobolus eragrostidis
(=Curvularia eragrostidis)

P. pallescens (=Curvularia pallescens)
Pseudofusicoccum stromaticum
Rhinocladiella atrovirens
Rhizoctonia sp.

Rhizopus stolonifer

Rhodotorula acheniorum

R. aurantiaca

R. glutinis

R. mucilaginosa
Saccharomyces cerevisiae
Sarocladium bacillisporum
(=Acremonium bacillisporum)

S. strictum (=Acremonium strictum)
Scheffersomyces stipitis (=Pichia
stipitis)

Schizophyllum commune
Schizosaccaromyces pombe

Brum, 2008

Brum, 2006

Gonzalez & Tello, 2011

Gonzalez & Tello, 2011

Casieri et al., 2009; Gonzalez & Tello, 2011
Pancher et al., 2012

Limaetal., 2012

Brum et al., 2012

Gonzalez & Tello, 2011

Brum, 2008

Casieri et al., 2009; Brum, 2008; Gonzélez &
Tello, 2011

Brum, 2008

Mostert et al., 2000; Musetti et al., 2006;
Casieri et al., 2009; Martini et al., 2009;
Gonzalez & Tello, 2011

Lima, 2010

Brum, 2008

Mostert et al., 2000; Casieri et al., 2009;
Gonzalez & Tello, 2011

Brum, 2008; Martini et al., 2009

Brum et al., 2012

Martini et al., 2009; Pancher et al., 2012

Mostert et al., 2000

Brum et al., 2012

Brum, 2006; Brum et al., 2012
Pancher et al., 2012

Lima, 2010

Lima, 2010

Brum, 2008

Gonzalez & Tello, 2011

Brum, 2006; Casieri et al., 2009
Casieri et al., 2009; Gonzalez & Tello, 2011;
Pancher et al., 2012

Limaetal., 2013

Limaetal., 2013

Limaetal., 2013

Limaetal., 2013

Pancher et al., 2012

Lima, 2010

Gonzalez & Tello, 2011
Pancher et al., 2012

Brum, 2008; Martini et al., 2009
Pancher et al., 2012
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Tabela 1. Continuagéo.

Espécies

Referéncias

Sclerotinia sclerotiorum

Scopulariopsis sp.
Seimatosporium sp.
Selenophoma sp.
Sepedonium sp.

Sordaria fimicola

S. lappae

S. sibutii (=Asordaria sibutii)
Sordaria sp.

Sphaeropsis sp.
Sporormiella intermedia
S. minima

S. minimoides
Stemphylium vesicarium
Stemphylium sp.
Syncephalastrum racemosum
Thanatephorus cucumeris
(=Rhizoctonia solani)
Thielavia sp.

Torula sp.

Trichocladium asperum
Trichoderma aggressivum
T. atroviride

T. aureoviride

T. harzianum

T. reesei

T. deliquescens (=Trichoderma virens)

Trichoderma sp.

Tritirachium oryzae
Truncatella angustata
Ulocladium botrytis
Ulocladium sp.
Umbelopsis isabelina

U. ramanniana

Valsa sordida (=Cytospora
chrysosperma)

Veronaea sp.

Verpa bohemica
Verticillium sp.

Xylaria berteri

X. hypoxylon

Xylaria sp.

Yarrowia lipolytica
Zygorhynchus moelleri
Zygosaccharomyces rouxii

Martini et al., 2009; Gonzalez & Tello, 2011;
Pancher et al., 2012

Brum, 2006

Mostert et al., 2000

Gonzalez & Tello, 2011

Rodolfi et al., 2006

Casieri et al., 2009

Mostert et al., 2000

Brum, 2008

Gonzalez & Tello, 2011

Mostert et al., 2000

Gonzalez & Tello, 2011

Lima, 2010

Mostert et al., 2000

Lima, 2010

Musetti et al., 2006; Gonzalez & Tello, 2011
Lima, 2010

Gonzalez & Tello, 2011

Rodolfi et al., 2006

Gonzalez & Tello, 2011

Casieri et al., 2009

Pancher et al., 2012

Pancher et al., 2012

Gonzalez & Tello, 2011

Gonzalez & Tello, 2011

Pancher et al., 2012

Pancher et al., 2012

Mostert et al., 2000; Casieri et al., 2009;
Gonzalez & Tello, 2011

Lima, 2010

Casieri et al., 2009; Gonzalez & Tello, 2011
Mostert et al., 2000

Gonzalez & Tello, 2011

Casieri et al., 2009

Pancher et al., 2012

Gonzalez & Tello, 2011

Mostert et al., 2000

Casieri et al., 2009

Mostert et al., 2000

Brum et al., 2012

Gonzalez & Tello, 2011

Lima, 2010

Pancher et al., 2012

Casieri et al., 2009; Pancher et al., 2012
Pancher et al., 2012

33


http://www.speciesfungorum.org/Names/SynSpecies.asp?RecordID=306777
http://www.indexfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=108643
http://www.indexfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=325702

Lima, T.E.F. — Micobiota da rizosfera, rizoplano e endéfita de raizes

2.5. Fitopatogenicidade e inoculagdo de fungos endofitos

As comunidades de fungos endofitos podem apresentar espécies potencialmente patogénicas em
fase de laténcia (Wilson, 1995; Cheplick & Faeth 2009), as quais podem se tornar patogénicas
devido ao estado fisiologico da planta (Ragazzi et al., 2001).

Curiosamente, fungos enddéfitos e patogénicos podem coexistir nos tecidos das plantas, embora a
natureza dessa interacdo ainda seja desconhecida (Schulz et al., 1999; Arnold et al,
2003). Endofitos que colonizam os tecidos do hospedeiro antes dos agentes patogénicos podem
produzir metabolitos tanto inibidores do patdgeno como compostos de defesa que impedem
a expressédo da doenca nas plantas (Musetti et al., 2006).

Alguns fungos enddéfitos se comportam como patdgenos das plantas de onde foram isolados,
levando a pensar que parte do ciclo de vida desses patdgenos seja inicialmente como endofito
(Brown et al., 1998; Photita et al., 2001). Assim, a existéncia de um isolado como endofito ndo
exclui a possibilidade de que este venha a se tornar patogénico quando o hospedeiro estiver em
condicOes de estresse, no periodo de senescéncia, ou devido a algum fator nutricional e ambiental
(Blodgett et al., 2000).

A diferenciacdo entre enddfitos, oportunistas e fitopatdgenos tem apenas significado didatico,
pois um micro-organismo enddéfito pode se comportar como patégeno quando ha uma reducdo dos
mecanismos de defesa da planta, ou quando ocorre um desequilibrio entre os integrantes dessa
comunidade, oferecendo condicdes que manifestem o seu potencial patogénico contra o hospedeiro
(Azevedo et al., 2000; Maki, 2006).

Dois métodos sdo utilizados para inocular folhas de plantas com fungos endéfitos a serem
testados: pulverizacdo  de suspensdo de esporos e fixacdo de discode agar com
micélio. Para aumentar a possibilidade de infeccdo, um subconjunto de folhas podem ser feridas
por pungdo. A patogenicidade é comprovada a partir de lesbes necréticas e manchas foliares
(Photita et al., 2004).

A inoculagdo de fungos endofitos pode ser realizada em sementes, plantulas e em mudas (em
torno das raizes, nas folhas e hastes), por meio de pulverizagdes de suspensdes de esporos em solo
esterilizado, ndo esterilizado e com vermiculite. A colonizacdo é determinada ap6s alguns dias com
a avaliacdo das folhas, caules e raizes por meio de técnicas de isolamento de fungos endofitos e
métodos de esterilizacdo, quanto a presenca ou auséncia dos fungos utilizados (Tefera & Vidal,
2009).

Chiarappa (1959), isolando potenciais patdgenos de raizes em videiras, demonstrou a
patogenicidade de algumas espécies que causavam tombamento de raiz ou decadéncia de mudas.

Nessa experiéncia foi possivel avaliar a doengca comparando videiras inoculadas ou ndo (controle)
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com os fungos, através de sintomas visiveis de deterioracdo das raizes e pela reducdo do
crescimento das plantas. Os fungos com alto grau de patogenicidade foram inoculados em mudas de
videira da variedade Tokay com 25 cm de altura. De 254 isolados testados, apenas 67 apresentam
algum grau de patogenicidade, dentre estes foram obtidas espécies de Phytophthora, Pythium,
Rhizoctonia e outros dois fungos desconhecidos. O re-isolamento a partir das raizes apodrecidas
confirmou a presenca das espécies inoculadas.

Schulz et al. (1999) avaliaram a inoculacéo e infec¢do de fungos endofitos e patdgenos, isolados
de diferentes coniferas e herbaceas, em mudas de cevada. A avaliacdo constatou que quase 100%
das raizes foram infectadas e que espécies enddfitas inoculadas ndo foram capazes de inibir ou
causar doenca nas plantas, enquanto que as infeccbes com os patdgenos causaram sintomas e
diminuicdo no crescimento das mudas. Segundo 0s autores, isso ocorre naturalmente, pois ambos,
enddfitos e patdgenos, podem colonizar inter e intracelularmente as raizes do hospedeiro.

Romero et al. (2001) estudaram espécies de fungos endofitos que podem atuar como patdégenos
latentes em Parthenium hysterophorus L.. Photita et al. (2004) testaram a capacidade de
Cladosporium musae, Colletotrichum gloeosporioides, Cordana musae, Deightoniella torulosa,
Guignardia cocoicola, Periconiella musae e Pestalotiopsis sp., isolados como fungos enddfitos de
Musa sp., em causar manchas em folhas de bananeira. Dos fungos testados D. torulosa foi capaz de

causar manchas foliares.

2.5.1. Fungos potencialmente patogénicos isolados em Vitis

2.5.1.1. Glomerella cingulata (Stoneman) Spauld. & H. Schrenk (Colletotrichum

gloeosporioides) — Podriddo da uva madura

Juntamente com outros tipos de podridGes, o fungo G. cingulata e seu anamorfo é causador do
complexo de destruicdo da uva, conhecida como podriddes do cacho, tornando as frutas inviaveis
para a comercializacdo (Sousa, 1969; Dias et al., 1998). Doenca tipica de areas de clima quente e
umido (Sousa, 1969), as infec¢cdes ocorrem logo apos a floracdo permanecendo latentes até a
maturacdo das bagas. Os sintomas sdo observados nos cachos em maturacdo ou na pés-colheita
(Sousa, 1969; S6nego & Garrido, 2003). Sobre as uvas surgem manchas circulares, marrom-
avermelhadas que atingem todo o fruto, e dependendo das condigdes podem se formar as estruturas
reprodutivas do fungo, em forma de massa alaranjada (acervulos com conidios) ou pontos cinza

escuros (peritécios) (Sénego & Garrido, 2003)
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2.5.1.2. Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis W.L. Gordon - Podridao radicular (Fusariose)

A fusariose na viticultura é causada pelo fungo F. oxysporum f. sp. herbemontis, habitante
natural do solo (Dias et al., 1998). A doenca é caracterizada por atacar o sistema radicular e se
desenvolver no sistema vascular da planta, sendo um dos principais problemas a viticultura, e causa
a morte das plantas (S6nego et al., 2001). O fungo por sua vez pode sobreviver por longos periodos
no solo, devido a capacidade de produzir estruturas de resisténcia (clamidosporos) ou em forma
micelial decompondo a matéria organica (Kuhn, 1981)

Devido a ma conducdo do fluxo de &gua e nutrientes nas plantas atacadas, ocorreu o
amarelecimento, murcha e queda das folhas, levando-as & morte, normalmente em reboleiras, pois o
fungo penetra pelas raizes subindo pelos vasos internos até os ramos, ocasionando a interrupgao na
translocacdo da seiva (Sousa, 1969; Dias et al., 1998; S6nego & Garrido, 2003). Cortando-se o
tronco observam-se areas enegrecidas na regido dos vasos (Sousa, 1969). A fusariose se torna mais

severa em solos Umidos, com altas temperaturas e baixa umidade (Kuhn, 1981).

2.5.1.3. Guignardia bidwelli (EIll.) Viala & Ravaz — Podridao Negra (Black rot)

G. bidwelli, agente da podridao negra, causa estragos nas folhas, peciolos e principalmente nos
frutos, sendo as perdas variaveis dependendo da severidade da doenca, clima e susceptibilidade da
cultivar (Sousa, 1969; Dias et al., 1998). Os bagos tornam-se mumificados ou apodrecem em
estacOes chuvosas, podendo afetar o rendimento, caso ndo sejam adotadas medidas adequadas de
controle (Hoffman et al., 2002).

2.5.1.4. Lasiodiplodia theobromae (Patt.) Griffon & Maubl.— Botriodiplose e Podriddes do

tronco e raizes

A botriodiplose ou a seca dos ramos foi constatada pela primeira vez no Brasil em 1991, através
de observagdes em alguns vinhedos, com definhamento de plantas até a morte. Lasiodiplodia
theobromae, causador dessa doenca, € um fungo que sobrevive em partes de ramos, brotos, caules e
troncos de videiras doentes e em restos de culturas no solo. A doenca é caracteristica de climas
quentes e favorecido pela umidade (Dias et al., 1998).

Atraves de um corte transversal no ramo afetado, observam-se &reas de coloragdo mais escura,
em forma de “V”, demonstrando a morte do lenho. Os ramos infectados morrem da ponta para a
base, enquanto que na casca dos ramos, cancros e tronco surgem pontos escuros formados de

picnidios, podendo afetar até as bagas que secam e mumificam (Ribeiro, 2003).
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2.6. Marcador molecular ISSR na deteccdo da variabilidade intraespecifica em fungos

As técnicas de Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) tém
gerado um grande impacto na pesquisa de interacdes de planta com fungos. Baseados em
PCR foram desenvolvidos métodos que permitem a deteccdo de muitos patdgenos de plantas e
simbiontes em diferentes hospedeiros de forma mais confiavel e rapida (Ward et al.,1998).

Os marcadores moleculares séo ferramentas eficazes no estudo dos genomas, pois detectam
polimorfismos diretamente no DNA, ndo sofrem influéncia ambiental e sdo independentes do
estadio de desenvolvimento (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Em geral, os marcadores moleculares
sdo baseados na amplificacdo de fragmentos de DNA por reacdo em PCR. Os marcadores podem
ser usados no estudo da avaliacdo da diversidade genética de populagdes, estudos filogenéticos e
identificacdo de cultivares (Benko-lseppon et al., 2003; Rakoczy-Trojanowska & Bolibok, 2004).

O marcador molecular é um fenotipo oriundo de um gene expresso ou de um segmento
especifico de DNA (Ferreira & Grattapaglia, 1996). Dentre as técnicas de marcadores moleculares
baseadas em reacdo de PCR, esté a técnica de PCR-ISSR. O ISSR (“inter simple sequence repeat”
- sequiéncias simples repetidas) € uma técnica alternativa para estudar polimorfismos, sendo 0s
primers utilizados constituidos de pequenas sequéncias com 1 a 4 nucleotideos de comprimento
(Zietkiewicz et al., 1994; Reddy et al., 2002; Chang, 2009).

Os marcadores moleculares de ISSR, embora possuam algumas limitagOes, apresentam
vantagens em relagdo aos outros marcadores, fornecendo uma poderosa ferramenta para estudos
taxonémicos e de genética de populacdes naturais de plantas, fungos, insetos e invertebrados, sendo
facil a deteccdo da diferenciacdo ou diversidade entre individuos aparentados, e a caracterizacdo de
cultivares de uma espécie (Charters & Wilkinson, 2000; Borba et al., 2005; Wolfe, 2005; Semagn et
al., 2006; Isshiki et al., 2008). Em fungos sdo utilizados devido a alta resolucdo fornecida (Bogale
et al., 2005; 2006; Bayraktar et al., 2008).

Por se tratar de um marcador multilocus que ndo requer conhecimento prévio do DNA a ser
avaliado (Gupta et al., 1994), o ISSR ¢é uma técnica de baixo custo, de facil uso e de grande
reprodutibilidade (Matthews et al., 1999; Bornet & Branchard, 2001; Reddy et al., 2002). A reagao
de ISSR utiliza um Unico primer, de sequéncias microssatélites geralmente pequenas, usualmente
menores do que 10-pb (Gupta et al., 1994, Ferreira & Grattapaglia, 1998; Richard et al., 1999; Guy-
Franck & Paques, 2000; Gouldo & Oliveira, 2001; Brasileiro, 2003) ou ancorados na extremidade
5’ ou 3’ por dois ou trés nucleotideos (Wolfe, 2005). Os primers ISSR podem apresentar sequéncias
conservadas em diversos organismos, podendo ser utilizados sem necessidade de primers

especificos para cada espécie (Luque et al., 2002; He et al., 2006).
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O marcador molecular ISSR tem sido util na deteccdo da variagdo genética numa gama de
fungos (Hantula et al., 2000; Griinig et al., 2001; Muthumeenakshi et al., 2001; Zhou et al., 2001;
Nghia et al., 2008; Parreira et al., 2010). Griinig et al. (2002) confirmam a adequacgdo e
confiabilidade de ISSR como uma ferramenta Util para estudos de estrutura populacional e da
discriminacao entre isolados fungicos. Esta e outras técnicas (RFLP, RAPD, AFLP, DGGE, entre
outras) foram recentemente adotadas e aplicadas na avaliagdo da estrutura populacional e da
comunidade de fungos endoéfitos (Guo, 2010).

A relacdo entre os gendtipos da populacdo de endéfitos com os hospedeiros, idade e origem
geografica tem sido investigada por analise SSR ou ISSR. Rodrigues et al. (2004) avaliaram por
analise de ISSR-PCR a diversidade genética de 18 isolados enddfitos de Guignardia de diferentes
hospedeiros (Anacardiaceae, Apocynaceae, Ericaceae, Fabaceae, Leguminosae e Rutaceae),
observando que néo existe relacdo entre agrupamentos de isolados de Guignardia mangifera com o
hospedeiro e a origem geografica. Mohali et al. (2005) comprovaram que ndo ha especificidade

entre hospedeiro por parte dos isolados de Lasiodiplodia theobromae como enddfita.

2.7. Fungos da Rizosfera e do Rizoplano

A rizosfera foi definida por Hiltner (1904) como a regido ao redor das raizes, onde ha
crescimento bacteriano, variando de acordo com fatores relacionados ao solo, idade e espécie
vegetal (Campbell & Greaves, 1990). Webley et al. (1953) definem rizosfera como a por¢éo do solo
que recebe influéncia direta do sistema radicular das plantas. Michereff et al. (2001) consideram a
rizosfera como o ambiente sob a influéncia das raizes e do rizoplano que possibilitam a proliferacao
microbiana. Cardoso & Nogueira (2007) a definem como a zona do solo em torno da raiz que
influencia a microbiota.

A comunidade microbiana da rizosfera diferencia-se significativamente em composi¢do
(quimica, bioldgica e fisica) e quantidade daquela presente no solo livre de raizes (Foster, 1986;
Lynch, 1990; Marschner, 1994; Bowen & Rovira, 1999; Michereff et al., 2001; Kent & Triplett,
2002). Sua atividade microbiana, incluindo os fitopatdgenos, deve-se aos efeitos estimulantes de
nutrientes exsudados na rizosfera. Nessa regido os micro-organismos desempenham importante
papel nos sistemas naturais e agricolas, participando de transformacdes da matéria orgénica e dos
ciclos biogeoquimicos dos nutrientes (Andrade, 1999).

Como porcdo do solo, a rizosfera esta dividida em ectorrizosfera (regido do solo) e
endorrizosfera (rizoplano, epiderme e tecidos corticais da raiz) (Willadino et al., 2005; Cardoso &

Nogueira, 2007). A rizosfera estende-se desde a superficie da raiz variando de 10um até varios
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milimetros ou centimetros do solo circundante, podendo variar com o tipo de solo, a espécie
vegetal, a morfologia da raiz, dentre outros fatores (Bowen & Rovira, 1999; Willadino et al., 2005).

Observa-se que interagcOes entre as plantas e micro-organismos sdo de grande importancia na
rizosfera. Produtos gerados dessas interacdes tém funcédo de atrair e desencadear o estabelecimento
de coldnias bacterianas e fungos simbidticos favoraveis a planta. Micro-organismos da rizosfera e
endofitos sdo descritos como benéficos as plantas hospedeiras e possiveis controladores bioldgicos
de fitopatdgenos (Ferreira, 2008).

A comunidade microbiana da rizosfera pode variar em estrutura e composicdo de espécies em
funcéo do tipo de solo, espécie de planta, estado nutricional, idade, estresse, doencas, dentre outros
fatores ambientais (Mahafee & Kloepper, 1997; Griffiths et al., 1999). As interac0es entre raiz e
micro-organismos variam desde associagdes comensais, amensais, até as simbioses (mutualisticas).
Dessa forma, vérias interacfes ecofisioldgicas ocorrem na rizosfera, resultando no crescimento e
producdo vegetal (Cardoso & Freitas, 1992). Fungos do solo e da rizosfera podem conferir as
plantas tolerancia a estresses abidtico e bidtico e aumento da biomassa (Smith & Read, 2008; Bever
etal., 2010).

Além das influéncias quimicas, a rizosfera é rica em exsudatos, secre¢cdes, mucilagens, e lisados
celulares que, alterados, podem influenciar a germinacdo de esporos e outros micro-organismos
(Michereff et al., 2001; Cardoso & Nogueira, 2007). Diferentes espécies de plantas influenciam a
comunidade microbiana da rizosfera por diferengas quantitativas e qualitativas de seus exsudatos
radiculares (Rengel, 1997; 2002). Entre 10% e 30% do carbono assimilado pela planta sdo liberados
para a rizosfera (Lynch & Whipps, 1990) onde a atividade microbiana é geralmente maior do que a
do solo, ocorrendo 60 vezes mais bactérias e 12 vezes mais fungos na rizosfera (Kerry,
2000). Fungos e bactérias encontrados nesse ambiente podem invadir células do cortex provocando
danos e a morte do tecido cortical, enquanto que a raiz como um todo, permanece viva e sadia.
Micro-organismos benéficos podem colonizar as células do sistema radicular, sendo essas
interacOes de comensais até simbiontes (Cardoso & Freitas, 1992).

Com o desenvolvimento da planta uma maior atividade fisiologica vai ocorrendo, e uma
diversidade de produtos é liberada para a rizosfera, e influenciam no crescimento microbiano
(Brasil-Batista, 2003; Bais et al., 2006). Os efeitos desse aumento da atividade microbiana na
rizosfera podem ser beneéficos, favorecendo a fixacao bioldgica de nitrogénio, micorrizas, controle
de patégenos, producdo de substancias promotoras de crescimento, imobilizacdo temporéaria de
nutrientes na biomassa, ou prejudiciais, como patdgenos, rizobactérias deletérias, competicdo com
as plantas por nutrientes (Bowen & Rovira, 1999; Cardoso & Nogueira, 2007).

O rizoplano, porc¢éo da rizosfera, é definido como a superficie radicular (Michereff et al., 2001),

como o residuo de solo aderido a raizes de uma planta (Montiel & Aguilar, 2003), ou como a
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superficie entre a raiz e o0 solo (Cardoso & Nogueira, 2007), que fornece uma base nutricional
altamente favoravel para muitos micro-organismos (Melo, 1999). O rizoplano reflete o efeito da
raiz sobre a microbiota do solo, sendo dificil a distincdo entre rizoplano e rizosfera, podendo variar
durante a vida da raiz. Como 0s micro-organismos presentes no rizoplano estdo aderidos a
superficie radicular, sdo necessarios métodos especiais de isolamento (Melo, 1999; Willadino et al.,
2005).

A populagéo do rizoplano parece ser geneticamente e fenotipicamente homogénea em relagéo a
populacdo ndo rizosférica (Mavingui et al., 1992). Entre a rizosfera e o rizoplano ocorre a interacao
entre os variados grupos microbianos (Cardoso & Nogueira, 2007).

Odunfa & Oso (1979), estudando fungos da rizosfera e rizoplano de Caupi (Vigna sp.),
obtiveram um maior nimero de espécies de fungos isolados da rizosfera do que do rizoplano,
provavelmente indicando que o rizoplano é um habitat mais especializado para o crescimento de
fungos.

Cavaglieri et al. (2009), estudando a comunidade microbiana da endo-rizosfera e rizoplano de
milho (Zea mays L.), comprovaram que ndo houve variacdo significativa entre a densidade
microbiana do rizoplano e da endo-rizosfera, mas que provavelmente um grande nimero de fungos
e bactérias da rizosfera estdo associados com as superficies de raiz.

Miranda et al. (2006) isolaram Trichoderma harzianum da rizosfera e rizoplano de Allium
sativum L. (alho), provando sua atuagdo como agente de controle bioldgico da podriddo branca.

2.7.1. Isolamento de fungos da rizosfera e rizoplano de espécies de Vitis

Poucos estudos foram desenvolvidos com fungos isolados de rizosfera de videiras. Chiarappa
(1959), estudando a rizosfera de varias videiras na California, isolou os géneros Botrytis,
Chaetomium, Cylindrocarpon, Dactylium, Fusarium, Mucor, Nigrospora, Papularia, Penicillium,
Phytophthora, Pythium, Rhizoctonia, Stemphylium e a espécie Trichoderma viride. Vidal
& Leborgne (1963), na Franca, isolaram os géneros Cephalosporium, Aspergillus, Fusarium,
Mortierella, Mucor e Penicillium. Mehdi & Pillay (1968a, 1968b) isolaram uma nova espécie de

Cephalosporium (C. vitis) e uma de Chaetomium (C. vitis) em rizosfera de V. vinifera na india.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Area de coleta

Coletas de raizes e do solo rizosférico foram efetuadas no sitio Sebastido, municipio de Séo
Vicente Férrer (07°3527" S, 35°29'27" O) localizado a 85 km do Recife, na Regido Agreste de
Pernambucano, que tem clima do tipo tropical chuvoso com verdo seco (Figura 1).

No sitio, a viticultura é tradicional e presente por mais de 21 anos, encontrando-se em pequena
propriedade de agricultura familiar, sendo o parreiral de pequena extensdo, com aproximadamente
2.400 m? (Figura 2).

i Ceara ~ Paraiba

Piaui

Bahia Yy

Figura 2. Vista do parreiral na area de coleta no sitio Sebastido em Séo Vicente Férrer-PE.

41



Lima, T.E.F. — Micobiota da rizosfera, rizoplano e endéfita de raizes

3.2. Coleta do Material

No periodo de janeiro/2011 a dezembro/2011 foram realizadas seis excursdes ao sitio Sebastiéo,
sendo trés no periodo de estiagem (janeiro, outubro e dezembro) e trés no periodo chuvoso (maio,

julho e agosto), para coleta dos seguintes materiais (Tabela 2):

- Rizosfera: na plantagdo de V. labrusca cv. Isabel, em trés pontos aleatorios foram coletadas
amostras do solo da superficie e a profundidade de 10cm, com auxilio de uma pa esterilizada, as

quais foram acondicionadas em sacos plasticos devidamente etiquetados.
- Raizes e rizoplano: Amostras de raizes jovens (20-30cm), foram retiradas cuidadosamente,
com auxilio de pa esterilizada, em trés pontos aleatérios e acondicionadas em sacos de papel

devidamente etiquetados.

Os materiais coletados foram transportados ao Laboratério de Pds-Graduacdo em Biologia de

Fungos, para manipulacdo e processamento no tempo maximo de 24h,

Tabela 2. Caracteristicas climaticas da &rea de coleta no municipio de Sdo Vicente Férrer,

Pernambuco.
Densidade Temperatura (°C)
Coleta ) _
A ] Pluviométrica
(més/data) Periodo Maéaxima Minima
(mm)
Janeiro .
Estiagem 12,9 31,5 22,0
(20/01/2011)
Maio
Chuvoso 380,9 28,9 21,2
(12/05/2011)
Julho*
Chuvoso 28,2 19,8
(07/07/2011)
Agosto*
Chuvoso 29,0 18,7
(18/08/2011)
Outubro .
Estiagem 1,0 31,3 21,3
(31/10/2011)
Dezembro*
Estiagem 32,0 22,1
(15/12/2011)

Fonte: Instituto de Agronomia de Pernambuco (IPA); Sistema de Monitoramento Agrometereorolégico

(Agritempo); LAMEPE/ITEP. * Os meses de julho, agosto e dezembro néo foram registrados os indices de chuvas.
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3.3. Isolamento e identificacao dos fungos

- Fungos da rizosfera: As amostras de rizosfera coletadas foram submetidas a técnica de
diluicdo sucessiva segundo Clark (1965) modificado, onde 25¢ de solo foram suspensos em 225ml
de agua destilada esterilizada (ADE) (diluicdo 1:10). Desta diluicdo, 10ml foram adicionados a
990ml de ADE (diluicdo 1:1000) da qual 1ml foi semeado em placas de Petri (em triplicata)
contendo Agar Sabouraud com Rosa de bengala (SAB+Rb). As placas foram incubadas em
temperatura ambiente (28+2°C) e o crescimento das coldnias acompanhado por 72h. Cerca de 1Kg

da amostra composta da rizosfera de cada coleta foram analisados quimicamente (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas quimicas do solo rizosférico da area de coleta no municipio de S&o

Vicente Férrer, Pernambuco.

Coleta
(més) Fe* Cu* Zn* Mn* p* K* Na* Ca** Mg** H** pH** C M.O.
Janeiro 139,6 31 29,2 52 280 0,56 0,24 6,7 0,9 2,3 5,6 1,35 2,33
Maio 1274 2,1 25,2 46,2 200 0,38 0,13 45 0,5 2,2 6,0 0,93 1,60
Julho 131,2 2,7 32,6 48,8 220 0,29 0,08 6,6 0,4 1,6 6,0 1,48 2,55
Agosto 112,0 3,2 34,6 59,6 300 0,23 0,07 75 0,1 18 6,2 1,79 3,09
Outubro 142,6 2,2 28 51,2 280 0,28 0,20 4,7 1,6 2,2 59 1,66 2,86
Dezembro 105,0 2,3 30,2 54,0 280 0,32 0,23 53 0,8 1,7 6,5 1,69 2,91

Fonte: Coordenacgdo Agricola / Lab. de analise de solos, Estacdo Experimental de cana-de-aglcar do Carpina, UFRPE.

* mg/dm?; ** cmolc / dm®.

- Endofitos de Raizes: Raizes de aproximadamente 0,5cm de didmetro, foram lavadas com agua
corrente e detergente neutro, fragmentadas em pedacos de 5mm de comprimento, 0s quais foram
desinfestados em alcool 70% (1 minuto), em hipoclorito de sédio (NaOCl) a 3% (3-4 minutos),
novamente em alcool 70% (30 segundos), para retirada do excesso de hipoclorito, e em seguida
lavados duas vezes com &gua destilada esterilizada (Aradjo et al., 2002b). Posteriormente, seis
fragmentos foram transferidos para cada placa de Petri (totalizando 324 fragmentos), em triplicata,
contendo Batata-Dextrose-Agar (BDA) acrescido de cloranfenicol (50mg/L™), incubados em
temperatura ambiente (28+2°C) e observados diariamente por até 15 dias quanto ao
desenvolvimento das coldnias fungicas ao redor do fragmento da raiz. Para o controle da assepsia,
50uL da ultima agua utilizada foram plaqueados em BDA como comprovacao da desinfestacao
superficial (Pereira et al., 1993). Apos crescimento das col6nias, fragmentos de micélio foram
transferidos para tubos de ensaio contendo meio BDA para posterior identificacdo das espécies com
base nas caracteristicas macro e microestruturais atraves de literatura especializada (Ellis, 1971,
Ellis, 1976; Sutton, 1980; Domsch et al., 1980; 1993; Kirk & Cooper, 2005, entre outras).
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- Fungos do rizoplano: Particulas de 2 mg do rizoplano (aderidos as raizes) foram plaqueadas
em triplicata diretamente na superficie do meio de cultura SAB+Rb, incubadas em temperatura
ambiente e observadas diariamente por uma semana quanto ao desenvolvimento das col6nias

fangicas. A técnica utilizada foi de Ho & Benny (2008) modificada.
3.4. Inoculagéo e re-isolamento dos fungos endofitos

- Cultivo: Um isolado de cada espécie enddfita de maior frequéncia de ocorréncia isoladas de
raizes (Fusarium merismoides) e folhas (Nigrospora oryzae, isolada no estudo desenvolvido entre
0s anos de 2009 e 2010) foram selecionadas e cultivadas em meio de cultura BDA a 27°C durante
10 dias e utilizadas para preparo de suspensédo de esporos para inoculacdo das plantas (folhas e no
solo proximo as raizes) (Stolf et al., 2006).

- Preparo da suspensdo de esporos: Sob condigcdes assépticas, foram adicionados 25mL de
agua destilada esterilizada a cultura fangica para remocdo dos esporos. A suspensao obtida foi
filtrada utilizando uma gase esterilizada, decantada em um Becker de 250 mL, ajustando a
suspensdo dos esporos em camara de Neubauer para 1,5 x 10° esporos/mL™ (Stolf et al., 2006)
(Figura 3).

Figura 3. Cultura dos fungos enddfitos inoculados: A- Fusarium merismoides e B-

Nigrospora oryzae; C- Suspenséo de esporos dos inoculantes.
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- Preparacdo das mudas de V. labrusca cv. Isabel: Estacas lenhosas de videira, com
aproximadamente 25 cm de comprimento, contendo cerca de duas gemas (Sozim et al., 2008),
foram retiradas da regido mediana dos ramos maduros e lenhosos, com um ano de crescimento,
durante o repouso vegetativo da planta, e obtidas diretamente do produtor rural do municipio de Sao
Vicente Férrer. As estacas foram colocadas em sacos plasticos (14 x 22 cm) contendo substrato
umido autoclavado de solo do parreiral em estudo. Com o brotamento das gemas, as plantas foram
transferidas para potes de 1 litro de capacidade, contendo o mesmo substrato. As plantas foram

mantidas a temperatura de casa de vegetacdo e irrigadas diariamente (Stolf et al., 2006) (Figura 4).

Figura 4. Preparacdo das mudas de Vitis labrusca cv. Isabel em casa de vegetacdo: A- estacas; B-

solo autoclado em potes de 1L; C- plantio das estacas; D e E- brotamento das estacas.

Para o controle, as estacas foram avaliadas quanto a presenga/auséncia das espécies endofitas
selecionadas para a inocula¢do nas mudas de videiras, sendo desinfestadas segundo a técnica de
Pereira et al. (1993) (Figura 5). Para o solo autoclavado utilizou-se a técnica de Clark (1965)
modificada. As espécies isoladas foram comparadas quanto as caracteristicas macro e

microestruturais.

Figura 5. Isolamento do controle: A- fragmentos das estacas; B- fragmentos em meio de cultura.
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- Inoculacéo e re-isolamento dos fungos endoéfitos: Depois de 40 dias de cultivo foi procedida
a inoculacdo dos isolados selecionados de fungos endofitos (Nigrospora oryzae e Fusarium
merismoides) (Figura 6), depositando 10 ml das suspensées flngicas na concentracdo de 1,5 x 10°
esporos/mL™ préximo ao colo das plantas por meio de escarificagdes das raizes e aplicagdo por
atomizagéo diretamente nas folhas, a cada 15 dias, durante 8 semanas de cultivo (Avila et al., 2000;
Stolf et al., 2006), sendo cada solucdo preparada a cada periodo de inoculagdo. Apds 30, 60 e 90
dias foram realizados os re-isolamentos e a avaliacdo da frequéncia de colonizacdo das mudas pelos
fungos enddfitos (Paz, 2009). O re-isolamento destes fungos endofitos em raizes foi realizado
atraves da técnica de Pereira et al. (1993), e para o isolamento dos fungos das folhas foi utilizada a
técnica descrita por Brum et al. (2012), com desinfestacdo em &lcool 70% (30 segundos),
hipoclorito de sddio (NaOCI) a 2% (2minutos e 30 segundos), e duas lavagens com agua destilada
esterilizada, todas por amostragem.

O experimento constou de 40 mudas de videiras, com delineamento inteiramente casualizado
(dois fungos x dois métodos de inoculagdo + controle): oito plantas por tratamento (inoculagdo em
solo e em folhas) e oito plantas controle, ndo inoculadas; cada planta considerada uma repetigéo.
Para analise entre os especimens re-isolados e a espécie endofita inoculada, foi realizada a técnica
de marcador molecular de PCR-ISSR (Inter simple sequence repeat amplification) (Parreira, 2010),

no Laboratorio de Biologia Molecular de Fungos do Departamento de Micologia da UFPE.

Figura 6. Conidios das espécies fungicas inoculadas: A- Fusarium merismoides e B- Nigrospora
oryzae; C e D - mudas de Vitis labrusca apés 30 dias de inoculacdo: C- F. merismoides e D- N.

oryzae.
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3.5. Teste de patogenicidade

O teste de patogenicidade foi realizado com quatro espécies de fungos enddéfitos selecionadas,
sendo duas de folhas (Colletotrichum gloeosporioides e Guignardia mangifera) e duas de raizes
(Fusarium oxysporum e Lasiodiplodia theobromae) (Figura 7), em casa de vegetacdo utilizando
mudas de videiras com 90 dias. O experimento constou de 27 mudas de videira, com delineamento
inteiramente casualizado (quatro fungos x dois métodos de inoculagcdo + controle): trés plantas por
tratamento (com e sem ferimento — folhas e raizes) e trés plantas controle ndo inoculadas

(testemunhas).

Figura 7. Conidios das espécies fungicas testadas: A- Colletotrichum gloeosporioides, B-
Guignardia mangiferae; C- Fusarium oxysporum e D- Lasiodiplodia theobromae.

Antes da inoculacgdo, as folhas foram lavadas com agua e sabdo, desinfestadas com hipoclorito
de sddio e agua (1:3) e lavadas com agua destilada esterilizada (Assuncdo et al., 2007).

- Com ferimento nas folhas: Trés discos de micélio (5mm de didmetro) foram fixados com fita
adesiva em trés pontos equidistantes, distribuidos na superficie abaxial das folhas, com
escarificacOes feitas com estilete esterilizado.

- Sem ferimento foliar: Suspensdes fungicas com 1,5 x 10° esporos/mL™ foram inoculadas por

atomizacao diretamente na face adaxial das folhas (Figura 8).
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Figura 8. Esquematizacdo do teste de fitopatogenicidade com e sem ferimento foliar.

- Com e sem ferimento radicular: Suspensdes fingicas com 1,5 x 10° esporos/mL™ foram

inoculadas por atomizacédo diretamente no solo com e sem escarificacdo das raizes (Figura 9).

Com ferimento

—)

Inoculagdo das espécies
Mudas selecionadas no solo

90 dias

v

Cobertas com sacos pléasticos
umedecidas com agua —
camara Umida por 48h

Sem ferimento

Figura 9. Esquematizacdo do teste de fitopatogenicidade com e sem ferimento nas raizes de mudas
de videira.

48




Lima, T.E.F. — Micobiota da rizosfera, rizoplano e endéfita de raizes

As mudas inoculadas e as testemunhas foram cobertas com sacos plasticos, previamente
umedecidos com agua destilada esterilizada, e mantidas em cadmara Umida em condicdes de casa de
vegetacdo. Apos 48h, os sacos plasticos foram retirados, e a patogenicidade avaliada por até 30
dias, levando-se em conta a presenca ou auséncia de manchas necrdticas nos pontos inoculados. A
partir das lesGes existentes foi realizado o re-isolamento dos fungos, retirando pequenos fragmentos
da transicdo entre tecidos doentes e sadios das folhas e raizes, desinfestados em alcool 70% (30
segundos), em hipoclorito de sodio (NaOCI) a 2% (2 minutos), e 4gua destilada e incubados em
placas de Petri com meio BDA. Ap6s o crescimento em cultura, os isolados obtidos foram
comparados com o isolado originalmente inoculado por meio de exame ao microscopio (Assuncao
et al., 2007).

Para andlise da variabilidade genética entre os especimens re-isolados e a espécie enddfita
inoculada, foi utilizada a técnica de marcador molecular PCR-ISSR (Inter simple sequence repeat
amplification) (Parreira, 2010), no Laboratério de Biologia Molecular de Fungos do Departamento
de Micologia da UFPE.

3.6. Analise genética dos fungos re-isolados

- Biomassa dos fungos para a extracdo de DNA: As biomassas dos fungos para extragéo de
DNA foram obtidas a partir de culturas em Sabouraud s6lido contido em tubos de ensaio, mantidos
a 28°C por até seis dias. A extracdo de DNA foi realizada mediante a retirada de toda a massa de
células com uma alca de platina. Todo o material celular foi transferido para tubo de 2 mL com
tampa de rosca contendo 0,59 da mistura de contas de vidro (1:1) (acid-washed, 150-212 and 425-
600um; Sigma, U.S. sieve). O material foi triturado por agitacdo em alta velocidade em um
FastPrep®. A extracdo do DNA gendmico foi realizada com o material previamente triturado,
conforme a técnica modificada de Godes-Neto et al. (2005), que inclui uma lavagem com
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e posterior homegeneizacdo do material em tampdo CTAB
2%, além de precipitacdo em isoprapanol, lavagem em etanol 70% e resuspensdo em 50uL de agua

ultrapura.

- ISSR para a tipagem dos especimens re-isolados (Primers (GTG)s e (GACA)4: As reacoes
de PCR para amplificagdo das regides de ISSR foram realizadas utilizando os primers (GACA), (5'-
GACAGACAGACAGACA-3) (Meyer & Mitchell, 1995) e (GTG)s (5-GTGGTGGTGGTGGTG-
3") (Lieckfeldt et al., 1993). A preparacdo da mistura de cada reacdo de PCR consistiu em volume
final de 25uL, sob as seguintes condigdes: tampdo 1X (Tris-HCI 20 mM pH 8.4; KCI 50 mM),
MgCI2 1.5 mM, dNTP 0.25 mM, primer 0.25 mM, 0.2U Tag DNA polimerase e 25ng de DNA.
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Para a implementacdo da reacdo de PCR foi realizada uma desnaturacéo inicial a 95°C por 10
minutos seguido de 35 ciclos, cada uma composta de 95°C por 30 segundos, um passo anelamento a
39°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos, com uma extensdo final a 72°C por 5 minutos. Os
produtos amplificados rDNA foram corados com solugdo de vermelho-Gel (0,5ug/mL) e separados
por eletroforese em gel de agarose 1% imerso em tampdo de corrida TAE 1X (pH 8,0), correndo
por 50 minutos a 3V/cm distancia entre os eletrodos, visualizados em um transiluminador de luz
ultravioleta e fotografado. Foi usado marcador molecular de 1kb plus (Fermentas ®).

Os fragmentos de DNA gerados pelas andlises de ISSR foram avaliados mediante inspecao

visual dos géis.
3.7. Frequéncia de ocorréncia

A frequéncia de ocorréncia das espécies fungicas na raiz, rizoplano e rizosfera foi calculada
segundo Aradujo et al. (2002a), sendo expressa em percentuais nas seguintes classes: Abundantes: >

3,0%; comuns: > 1,5 < 3,0%; ocasionais: > 0,5 < 1,5%; raras < 0,5% (Schnittler & Stephenson,

2000), e calculada pela seguinte formula:

Onde: F = frequéncia de ocorréncia;

_ Px100
P

F P = n° de parcelas com ocorréncia da espécie;

p = n° total de parcelas.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando o programa estatistico
Assistat e Primer 6 e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05) (Ferreira, 2000; Clarke &
Gorley, 2006).

3.8. Frequéncia de colonizacéo dos fungos enddéfitos re-isolados

A frequéncia de colonizacgdo dos fungos endofitos nas raizes e folhas de mudas de videira foi

obtida utilizando a férmula;

Onde: F = frequéncia de colonizacéo;

_ Nx100 N = n° total de fragmentos com crescimento;

F

n n = n° total de fragmentos analisados.
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3.9. Indice de Similaridade

Para o célculo da similaridade das espécies de fungos endofitos, do rizoplano e da rizosfera foi

utilizado o indice de similaridade de Sgrensen (Sorensen, 1948):

£ o Onde: w = Espécies comuns a raiz, rizoplano e rizosfera;

a = n° total de espécies enddfitas;
b = n° total de espécies da rizoplano;

¢ = n° total de espécies do rizosfera.

Para avaliar a similaridade das espécies de fungos quando comparados Raiz/Rizoplano,
Raiz/Rizosfera e Rizoplano/Rizosfera, e entre os periodos de coleta, foi utlizado o indice de

similaridade de Sgrensen, sendo a formula:

h Onde: w = n° de fungos comuns a raiz, rizoplano e rizosfera;
] a = n° total de espécies isoladas em 1;

b = n° total de espécies isolados em 2
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Fungos endofitos isolados de raizes de Vitis labrusca cv. Isabel

De 324 fragmentos de raizes de V. labrusca incubados, foram obtidos 336 isolados de fungos
enddfitos, pertencentes a 12 géneros e 20 especies (Tabela 4). Fusarium oxysporum (11,01%), F.
merismoides (27,68%) e Cylindrocladiella camelliae (16,67%) foram as espécies mais frequentes.
A maioria dos fungos isolados de raizes € comumente encontrada no solo (Fisher et al. 1991), sendo

tais fungos considerados tipicos saprobios epifitas (Stone et al. 2004).

Dentre os géneros identificados, Fusarium foi o mais abundante, com 180 isolados. Tan et al.
(2012), relatam que espécies de Fusarium também foram dominantes como endoéfitas em raizes de
orquidaceas na China. Fusarium é um fungo cosmopolita, com espécies, patdgenas (Garrett, 1951;
Booth, 1971) e saprofiticas (Salerno et al., 2000), porém ha poucos estudos sobre sua interacdo com
raizes saudaveis (Angelini et al., 2012). Como fitopatdgeno, espécies podem causar podridao
radicular, murcha vascular e necrose foliar (Picco et al., 2011). Em estudo realizado por Macia-
Vicente et al. (2008) com fungos enddfitos de raizes de diferentes vegetais, Fusarium foi um dos
géneros mais frequentes. Segundo Blodgett et al. (2000), espécies de Fusarium, incluindo F.
oxysporum, sdo as espécies mais comuns em raizes sadias, salientando-se que em Amaranthus
hybridus, espécies de Fusarium sejam talvéz um importante componente da micobiota desse

vegetal.

Curvularia pallescens, Fusarium moniliforme, F. redolens, Myrothecium roridum, Phoma
tropica, Trichoderma harzianum e T. pseudokoningii, todas com 0,3% de frequéncia de ocorréncia,
foram consideradas espécies endofitas raras em raizes de V. labrusca. As demais foram

classificadas nas categorias de abundantes e ocasionais (Tabela 4).

Apesar do desenvolvimento de varios métodos para promover a esporulagdao, como por exemplo
0 teste em varios meios de cultura artificiais, inclusive V8 agar (Bills & Foster, 2004), a frequéncia
de isolados que ndo esporularam foi 14,29%. Estes fungos ndo esporulantes foram determinados
como Mycellia sterilia. Promputtha et al. (2005) e Wang et al. (2005), mencionam que analises de
sequéncias de DNA complementam a taxonomia fungica, sendo assim importante a identificacdo da

maioria de Mycelia sterilia por técnicas moleculares.

Phoma e Ophiostoma, e as espécies Clonostachys rosea, Fusarium solani, F. oxysporum,
Trichoderma harzianum foram também isoladas como endéfitas de folhas e raizes de V. vinifera por

Mostert et al. (2000), Casieri et al. (2009) e Gonzaléz & Tello (2011), e em V. labrusca var.
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Niagara Rosada por Brum (2006; 2008). Algumas espécies de Ophiostoma sdo responsaveis por

perdas econdmicas significativas para a agricultura (Kamgan et al., 2008).

Alguns endofitos se comportam como patdgenos de plantas de onde foram isolados, levando a
pensar que parte do ciclo de vida desses patdgenos seja inicialmente como endofito (Brown et al.,
1998; Photita et al., 2001). Segundo Highet & Nair (1995), Fusarium oxysporum é capaz de
ocasionar doencas em raizes de V. vinifera. Lasiodiplodia theobromae causa a botriodiplose (Dias
et al., 1998) e podriddes do tronco e raizes em videiras (Rodrigues, 2003). Cylindrocladiella
camelliae é conhecida como saprobia, ou patdégena causando podriddo de raiz em diferentes
hospedeiros (Crous & Wingfield, 1993). Espécies de Cylindrocladiella também sdo citadas como
agentes de declinios (crescimento atrofiado) de folhas e enxertos, e da podriddo negra em raizes
(Black root) de V. vinifera (Coller et al., 2005, Jones et al., 2012). Gonzaléz & Tello (2011)
isolando fungos enddfitos de V. vinifera, também obtiveram algumas espécies fitopatogenas a
videiras, sendo por exemplo, Phomopsis viticola considerada frequente na pesquisa.

Espécies de Pestalotiopsis, isoladas como enddéfitas, podem produzir substancias antifungicas
(Tejesvi et al., 2006; 2007), e Myrothecium roridum produz tricotecenos (compostos bioativos) com
atividade contra Pyricularia oryzae Cavara, patdgeno causador da brusone do arroz (rice blast)
(Wang et al., 2007). Malbranchea dendritica, isolada como endoéfita nesse estudo, € um fungo que
produz artroconidios e tem sido isolada do solo (Orr, 1968). Fusarium redolens foi isolada de
rizomas da planta medicinal Dioscorea zingiberensis C. H. Wright, produzindo a beauverecina, um
agente antibacteriano, e fornecendo protecdo a planta (Xu et al., 2010).

Curvularia pallescens (Petrini & Dreyfuss, 1981; Rodrigues, 1994; Rodrigues & Dias-Filho,
1996; Kumaresan & Suryanarayanan, 2001; Kumaresan & Suryanarayanan, 2002; Rodrigues &
Menezes, 2002); Fusarium lateritium (Fisher et al., 1995); F. merismoides (Tan et al., 2012); F.
moniliforme (Yates et al., 1997); F. oxysporum (Sanchez Marquez et al., 2007); F. solani (Shweta
et al., 2010); Clonostachys rosea (=Gliocladium roseum) (Suryanarayanan & Vijaykrishna, 2001);
Lasiodiplodia theobromae (Cardoso et al.,, 2009b); Phoma tropica (Fisher et al., 1995);
Trichoderma koningii (Lodge et al., 1996); T. pseudokoningii (Sobowale et al., 2007); T. virens
(Xia et al., 2011) e espécies de Pestalotiopsis (Tejesvi et al., 2007) foram isoladas como endoéfitas

em diferentes hospedeiros e partes vegetais (caule, folhas e raizes).
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Tabela 4. Numero de isolados e frequéncia de ocorréncia das espécies de fungos endofitos isolados

de raizes de Vitis labrusca cv. Isabel nos periodos de coleta no municipio de S&o Vicente Férrer,

Pernambuco.
Periodo de coleta Totalde F o

p EStr:qage Chuvoso  isolados (%) Ocorréncia
Clonostachys rosea (Preuss) Mussat 07 06 13 3,87 Abundante
Curvularia pallescens Boedjin
(=Pseudocochliobolus pallescens Tsuda & 01 01 0,30 Rara
Ueyama)
Cylindrocladiella camelliae
(Venkataram. & C.S.V. Ram) Boesew. 24 32 56 16,67 Abundante
Fusarium lateritium Nees
(=Gibberella baccata (Wallr.) Sacc.) 08 17 25 7,44 Abundante
F. merismoides Corda 34 59 93 27,68 Abundante
F. moniliforme J. Sheld. (=Giberella
fujikuroi var. fujikuroi (Sawada) Wollenw.) 01 01 0,30 Rara
F. oxysporum Schitdl. 35 02 37 11,01 Abundante
F. redolens Wollenw. 01 01 0,30 Rara
F. solani (Mart.) Sacc.
(=Haematonectria haematococca (Berk. & 13 10 23 6,84 Abundante
Broome) Samuels & Rossman)
Lasidiplodia theobromae (Patt.)
Griffon & Maubl. 17 02 19 5,65 Abundante
Malbran(_:hea dendritica Sigler & 02 02 0.59 Ocasional
J.W. Carmich.
Myrothecium roridum Tode 01 01 0,30 Rara
Ophiostoma sp. 02 02 0,59 Ocasional
Pestal_otiopsis maculans (Corda) 02 03 05 1,49 Ocasional
Nag Raj
Phoma tropica R. Schneid. & 01 01 0,30 Rara
Boerema
Rhizoctonia sp. 01 01 0,30 Rara
Trichoderma harzianum Rifai 01 01 0,30 Rara
T. koningii Oudem. 02 02 0,59 Ocasional
T. pseudokoningii Rifai 01 01 0,30 Rara
T. virens (J.H. Mill., Giddens & A.A. _
Foster) Arx (=Gliocladium virens J.H. 03 03 0,89 Ocasional
Mill., Giddens & A.A. Foster)
Mycelia sterilia 30 18 48 14,29 Abundante

178 158 0 )

Total (53%) (47%) 336 100%
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Relacionando o numero de isolamentos quanto aos periodos de coleta, foi verificado
proximidade no nimero de isolados de raizes sadias de V. labrusca no periodo de estiagem (53%) e
no periodo chuvoso (47%). Cylindrocladiella camelliae (32 isolados) e Fusarium merismoides (59
isolados) foram as espécies mais encontradas no periodo chuvoso. No periodo de estiagem foram
mais presentes as espécies: Fusarium oxysporum (35 isolados) e F. merismoides (34 isolados).

Quanto ao numero de espécies identificadas, a similaridade entre os dois periodos foi de 57%.

Segundo Collado et al. (1999) e Fryar et al. (2004), diferencas sazonais podem alterar a
diversidade fungica. No presente estudo foi observado que o numero de isolados de fungos
endofitos pode ser influenciado pela sazonalidade. Diferente deste estudo, Assungdo (2010), que
estudando fungos endofitos em Musa spp., obteve um maior nimero de isolados enddéfitos durante o

periodo chuvoso.

Do numero total de isolados de fungos endofitos analisados foi constatado que nas coletas de
janeiro (N = 10), maio e julho (N = 9) houve maior riqueza de espécies, e que nas coletas de maio,
agosto e outubro verificou-se baixa diversidade de espécies (-a. < 2) quando comparados com
isolados das demais coletas. De acordo com os resultados obtidos pela aplicacdo do indice de
Shannon-Wiener (H”), ocorreu maior diversidade de isolados em janeiro (H’= 1,945), enquanto que
a baixa diversidade foi evidenciada em agosto (H’= 0,8513). Quanto a Equitabilidade (J’),
observou-se que em nenhuma das coletas ocorreu maxima diversidade de espécies (J° > 1), sendo

dezembro (J” = 0,8743) o més de coleta com maior abundancia de espécies (Tabela 5).

Um maior nimero de espécies e de isolamentos de fungos enddfitos de raizes de V. labrusca
ocorreu no periodo de estiagem, sendo constatada maior diversidade através do indice de Shannon-
Wiener. Suryanarayanan & Thennarasan (2004) estudando fungos endofitos em folhas de Plumeria
rubra L. obtiveram maior nimero de espécies e diversidade no periodo chuvoso, enquanto que o

maior nimero de isolados ocorreu durante a diminuigdo das chuvas.

Houve diferenca estatistica pelo teste de ANOVA para nimero de isolados obtidos por meses de
coleta (p < 0,01), mas nao para os periodos chuvosos e de estiagem (p > 0,05). Os nimeros médios
de isolados por meses de coletas foram comparados entre si pelo teste Tukey (p < 0,05), observando
que o numero de isolados da coleta de janeiro foi maior que os das coletas de julho, agosto, outubro

e dezembro, mas néo diferiram estatisticamente daquele obtido em maio (Tabela 6).
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Tabela 5. indice de abundancia de espécies de fungos enddfitos de Vitis labrusca entre os periodos

de coleta.
Indice de Diversidade
) N° de Equitabilidade Shannon-
Periodos de coleta Total de ) )
Espécies Margalef Pieleou’s Wiener
isolados*
(N) (-a) @) (H")
MAI 9 59 1,962 0,788 1,731
Chuvoso  JUL 9 27 2,427 0,6821 1,499
AGO 5 54 1,003 0,529 0,8513
JAN 10 76 2,078 0,8448 1,945
Estiagem  OUT 6 50 1,278 0,8331 1,493
DEZ 8 22 2,265 0,8743 1,818

* Exceto Mycelia sterilia.

Tabela 6. Comparacéo estatistica entre os numeros médios de isolados endofitos obtidos de raizes

de Vitis labrusca nas coletas realizadas no ano de 2011 em S&o Vicente Férrer.

Periodos de coleta Meses NUmero médio de isolados*
MAI 24 ab
CHUVOSO JUL 10,3d
AGO 18 bed
JAN 29,7a
ESTIAGEM ouT 19 be
DEZ 10,7 cd

* CV =16,41%. Médias seguidas das mesmas letras, na coluna, nao diferem pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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Com relacdo a similaridade entre os fungos endofitos de raizes de V. labrusca durante os meses
de coleta, foi possivel constatar maior similaridade (maior que 60%) entre 0s meses de maio e
outubro, e 0 més de dezembro como o periodo de menor similaridade com as demais coletas (Figura
10).

Group average
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Figura 10. Dendrograma de similaridade dos fungos endéfitos isolados de raizes de Vitis labrusca

durante os meses de coleta.

4.2. Fungos isolados da rizosfera e rizoplano de V. labrusca cv. Isabel

Um total de 267 isolados, correspondendo a 19 géneros e 31 espécies, foram encontrados na
rizosfera de V. labrusca (Tabelas 7 e 8). O nimero de isolamentos e espécies dos fungos foi maior
no periodo de estiagem (UFCx10%g*=152) quando comparado ao periodo chuvoso (UFCx10%g
1=115). Quanto ao nimero de espécies identificadas, a similaridade entre os dois periodos foi de

52%.

Para o rizoplano foram obtidos 387 isolados, com 13 géneros e 27 espécies (Tabela 7 e 9). Assim
como na rizosfera, durante o periodo de estiagem ocorreu um maior numero de isolados no
rizoplano (UFCx10%g™=209), quando comparado ao periodo chuvoso (UFCx10%g™*=178), porém, o
maior nimero de espécies foi obtido no periodo chuvoso. Das espécies identificadas, quinze foram
comumente obtidas na rizosfera e no rizoplano. Quanto ao nimero de espécies identificadas, a

similaridade entre os dois periodos foi de 60%.
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Odunfo & Oso (1979) tambem obtiveram menor numero de espécies no isolamento de fungos do
rizoplano quando comparado com a rizosfera, sugerindo que o rizoplano seja um habitat mais
especializado para o crescimento dos fungos. Abdel-Rafez (1982) obteve 56 espécies de fungos no
rizoplano e 120 para a rizosfera de Triticum vulgare Vill., considerando o rizoplano como um

substrato mais seletivo para fungos quando comparado a rizosfera.

Tabela 7. Espécies fungicas isoladas da rizosfera e rizoplano de Vitis labrusca cv. Isabel no

municipio de Sao Vicente Férrer, Pernambuco, nos periodos de coleta.

Espécies Rizosfera Rizoplano

Chuvoso Estiagem Chuvoso Estiagem

Acremonium bacillisporum (Onions & G.L.

Barron) W. Gams (=Sarocladium +
bacillisporum (Onions & G.L. Barron) Summerb.)

Acremonium charticola (Lindau) W. Gams +
Aspergillus aculeatus lizuka + + +
A. carbonarius (Bainier) Thom + +
A. flavus Link + + +
A. japonicus Saito + + + +
A. niger Tiegh. (=Aspergillus brasiliensis Varga, + + + +
Frisvad & Samson)

A. tamarii Kita + +
Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. N

de Vries

C. tenuissimum Cooke +

Clonostachys rosea (Preuss) Mussat + + +

Curvularia pallescens Boedjin + +
(=Pseudocochliobolus pallescens Tsuda & Ueyama)

Cylindrocladiella camelliae (Venkataram. & N + +

C.S.V. Ram) Boesew.

Emericellopsis sp. +

Fusarium merismoides Corda + + + +
F. oxysporum Schitdl. + + + +
F. solani (Mart.) Sacc. (=Haematonectria

haematococca (Berk. & Broome) Samuels & + + +
Rossman)

Humicola fuscoatra Traaen +

Lasiodiplodia theobromae (Patt.) Griffon & +
Maubl.

58



Lima, T.E.F. — Micobiota da rizosfera, rizoplano e endéfita de raizes

Tabela 7. Continuagéo.

Espécies

Rizosfera Rizoplano

Chuvoso Estiagem Chuvoso Estiagem

Microascus cinereus Curzi
Mucor racemosus f. racemosus Fresen.

M. hiemalis f. luteus (Linnem.) Schipper (=Mucor
luteus Linnem. ex Wrzosek)

Myrothecium roridum Tode
Ophiostoma sp.

Paecilomyces carneus (Duché & R. Heim)
AH.S.Br. & G. Sm.

P. javanicus (Bally) A.H.S. Br. & G. Sm. (=lsaria
javanica (Bally) Samson & Hywel-Jones)

Penicillium decumbens Thom
P. oxalicum Currie & Thom
P. roseopurpureum Dierckx
P. sclerotiorum J.F.H. Beyma

P. verruculosum Peyrone (=Talaromyces
verruculosus (Peyronel) Samson, Yilmaz, Frisvad &
Seifert)

Pestalotiopsis maculans (Corda) Nag Raj
Phoma eupyrena Sacc.
P. tropica R. Schneid. & Boerema

Rhizopus oryzae Went & Prins. Geerl. (=Rhizopus
arrhizus var. arrhizus A. Fisch.)

Rhodotorula glutinis (Fresen.) F.C. Harrison
Robillarda sessilis (Sacc.) Sacc.

Scopulariopsis baarnensis F.J. Morton & G.
Sm.

Trichoderma aureoviride Rifai
T. koningii Oudem.
T. pseudokoningii Rifai

T. virens (J.H. Mill., Giddens & A.A. Foster)

ArX (=Gliocladium virens J.H. Mill., Giddens & A.A.
Foster)

Mycelia sterilia

+

Total

17 26 22 18
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Tabela 8. Frequéncia de ocorréncia dos fungos isolados da rizosfera de Vitis labrusca cv. Isabel no

municipio de Sdo Vicente Férrer, Pernambuco.

Espécies Total isolados  Frequéncia Ocorréncia
(UFCx10%*g™) (%)
Acremonium bacillisporum 01 0.37 Rara
Aspergillus aculeatus 13 4.87 Abundante
A. flavus 01 0.37 Rara
A. japonicus 05 1.87 Comum
A. niger 12 4.49 Abundante
A. tamarii 01 0.37 Rara
Cladosporium cladosporioides 01 0.37 Rara
C. tenuissimum 02 0.74 Ocasional
Clonostachys rosea 11 4.12 Abundante
Curvularia pallescens 01 0.37 Rara
Cylindrocladiella camelliae 04 1.50 Comum
Emericellopsis sp. 03 1.12 Ocasional
Fusarium merismoides 27 10.11 Abundante
F. oxysporum 39 14.61 Abundante
F. solani 14 5.24 Abundante
Humicola fuscoatra 03 1.12 Ocasional
Microascus cinereus 02 0.74 Ocasional
Myrothecium roridum 07 2.62 Comum
Paecilomyces carneus 03 1.12 Ocasional
P. javanicus 01 0.37 Rara
Penicillium decumbens 03 1.12 Ocasional
P. oxalicum 08 3.00 Abundante
P. roseopurpureum 16 6.00 Abundante
Phoma eupyrena 01 0.37 Rara
P. tropica 03 1.12 Ocasional
Rhizopus oryzae 02 0.74 Ocasional
Rhodotorula glutinis 02 0.74 Ocasional
Robillarda sessilis 02 0.74 Ocasional
Scopulariopsis baarnensis 01 0.37 Rara
Trichoderma aureoviride 01 0.37 Rara
T. koningii 02 0.74 Ocasional
Mycelia sterilia 75 28.20 -
Total 267 100 -
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Tabela 9. Frequéncia de ocorréncia dos fungos isolados do rizoplano de Vitis labrusca cv. Isabel no

municipio de Sdo Vicente Férrer, Pernambuco.

Total isolados  Frequéncia

Espécies (UFCx10°g7) (%) Ocorréncia
Acremonium charticola 01 0.26 Rara
Aspergillus aculeatus 15 3.88 Abundante
A. carbonarius 30 7.75 Abundante
A. flavus 18 4.65 Abundante
A. japonicus 42 10.86 Abundante
A. niger 16 4.13 Abundante
A. tamarii 01 0.26 Rara
Clonostachys rosea 04 1.03 Ocasional
Curvularia pallescens 01 0.26 Rara
Cylindrocladiella camelliae 05 1.30 Ocasional
Fusarium merismoides 04 1.03 Ocasional
F. oxysporum 25 6.46 Abundante
F. solani 09 2.32 Comum
Lasiodiplodia theobromae 03 0.77 Ocasional
Mucor racemosus f. racemosus 15 3.88 Abundante
M. hiemalis f. luteus 01 0.26 Rara
Myrothecium roridum 06 1.55 Comum
Ophiostoma sp. 05 1.30 Ocasional
Penicillium roseopurpureum 09 2.32 Comum
P. sclerotiorum 04 1.03 Ocasional
P. verruculosum 01 0.26 Rara
Pestalotiopsis maculans 01 0.26 Rara
Phoma tropica 03 0.77 Ocasional
Trichoderma aureoviride 04 1.03 Ocasional
T. koningii 33 8.53 Abundante
T. pseudokoningii 01 0.37 Rara

T. virens 66 17.05 Abundante
Mycelia sterilia 64 16.43 -
Total 387 100 -
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Para a rizosfera de V. labrusca os géneros mais isolados foram Fusarium (UFCx10%g'=67),
Aspergillus  (UFCx10'g?=31) e Penicillium (UFCx10%g*=27). No rizoplano, Aspergillus
(UFCx10%g?=123), Trichoderma (UFCx10%g"=104) e Fusarium (UFCx10%g™=38) foram os
géneros mais isoladas. Estudando a rizosfera de videiras, Chiarappa (1959), obteve o0s géneros
Fusarium, Mucor, Penicillium e Trichoderma, enquanto que Vidal & Leborgne (1963) isolaram
Acremonium, Aspergillus, Fusarium, Mucor e Penicillium.

Odunfa & Oso (1979) e Santos et al. (1989) obtiveram Trichoderma, Penicillium, Aspergillus e
Fusarium como géneros dominantes em estudos da rizosfera de feijao caupi (Vigna unguiculata
(L., Walp.)) e Saccharum officinarum L. (cana-de-acUcar), sugerindo que Aspergillus e Penicillium
sdo mais predominantes devido a sua alta capacidade esporulativa. Ulacio et al. (1997) destacaram a
predominancia de Aspergillus e Fusarium na rizosfera de plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L.),
sendo espécies de Aspergillus mais isoladas. Enquanto que na rizosfera de Triticum vulgare Vill.
(Abdel-Hafez, 1982) e de meldo (Coutinho et al., 2010) ocorreu maior prevaléncia de Aspergillus e
Penicillium.

Espécies de Aspergillus sdo bastante encontradas na rizosfera e no rizoplano de plantas de
tabaco, devido a sua alta capacidade de colonizagdo no solo (Ulacio et al., 1997). Segundo Abdel-
Rahim et al. (1983) esse género ¢ dominante em rizosfera de cana-de-agUcar. Santos et al. (1989)
também obtiveram em rizosfera de cana-de-agUcar isolados de 13 espécies de Aspergillus, dentre
estas alta frequéncia de A. niger.

Na rizosfera de V. labrusca, Fusarium (UFCx10°g'=67) apresentou maior nimero de
isolamentos quando comparado a Aspergillus (UFCx10%g*=31). Diferentemente deste estudo,
Santos et al. (1989) e Arenas et al. (2005) obtiveram mais isolados de Aspergillus do que de
Fusarium em rizosfera de cana-de-agUcar e Phaseolus lunatus L. (Fabaceae).

Quando comparado ao numero de espécies por género obtidos na rizosfera de V. labrusca,
Aspergillus (A. aculeatus, A. flavus, A. japonicus, A. niger, A. tamarii) apresentou-se mais
representativo que Fusarium (F. merismoides, F. oxysporum, F. solani), coincidindo com o0s
trabalhos de Santos et al. (1989), Ulacio et al. (1997) e Arenas et al. (2005). Segundo Raper &
Fennel (1977), espécies de Aspergillus, apresentam-se amplamente distribuidas no solo, sendo
comum o seu isolamento.

Fusarium é citado como um forte competidor saprofitico nos solos (Pugh & Williams, 1968), e
como um dos géneros mais estudados tanto no solo quanto na rizosfera, causando problemas
econdmicos por conter espécies fitopatogenas (Ethur et al., 2008). Segundo Odunfa & Oso (1979)
espécies do género foram mais abundantes na superficie das raizes (rizoplano) do que na rizosfera
de feijdo caupi, sendo segundo Booth (1971), de grande importancia no rizoplano de diversas

plantas. Saremi et al. (1999) confirmam que sua alta distribuicdo pode estar relacionada a fatores
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climaticos, nutricionais, tipo de vegetacdo e solo. Fusarium solani e F. oxysporum apresentam-se
com predominéncia no rizoplano e rizosfera de diferentes vegetais (Abdel-Rafez, 1982; Odunfa &
0Oso, 1979; Chandra & Raizada, 1982; Santos et al., 1989; Silva et al., 1990). Ulacio et al., (1997)
isolaram F. solani como um dos fungos de maior incidéncia na rizosfera de tabaco (N. tabacum L.).
No presente estudo verificou-se maior isolamento de Fusarium na rizosfera do que no rizoplano.

Na rizosfera as espécies mais representativas foram: Fusarium oysporum e F. merismoides.
Enquanto que no rizoplano: Aspergillus carbonarius, A. japonicus, F. oxysporum, Trichoderma
koningii e T. virens foram mais frequentes. Odunfa & Oso (1979) citam A. niger, T. aureoviride, F.
solani e F. oxysporum como mais frequentes na rizosfera e rizoplano de feijdo caupi. F. oxysporum
é referida em rizosfera de diferentes substratos: arroz (Oryza sativa L.) (Srivastava & Mishra,
1971), trigo (T. vulgare) (Abdel-Hafez, 1982), algoddo (Gossypium hirsutum L.) (Youssef &
Mankarious, 1968), cana-de-acUcar (Santos et al., 1989), tomate (Silva et al., 1990; Ethur et al.,
2008) e pepino (Cucumis sativus L.) (Ethur et al., 2008). Espécies de Trichoderma sdao comumente
encontradas no solo, como saprébias, antagdnicas e parasitas de outros fungos (Barron, 1972),
sendo isoladas na rizosfera de algumas culturas, e utilizadas no controle de patdégenos de vérias
plantas cultivadas (Sivan & Chet, 1989; Gesheva, 2002).

Espécies como: Aspergillus flavus, A. niger, A. tamarii, Clonostachys rosea (=Gliocladium
roseum), Cladosporium cladosporioides, C. tenuissimum, Curvularia pallescens, Emericellopsis
sp., Fusarium merismoides, Humicola fuscoatra, Mucor hiemalis, M. racemosus, Myrothecium
roridum, Paecilomyces carneus, P. javanicus, Penicillium decumbens, P. oxalicum, P.
roseopurpureum, P. sclerotiorum, Pestalotiopsis sp., Lasiodiplodia theobromae, Rhizopus oryzae,
Robillarda sessilis, Trichoderma aureoviride, T. pseudokoningii, T. koningii e T. virens, isoladas
neste estudo, foram isoladas de rizosfera e/ou rizoplano de diferentes culturas (Dayal & Srivastava,
1973; Waid, 1974; Subrahmanyan & Rao, 1977; Odunfa & Oso, 1979; El-Hissy et al., 1980);
Santos et al., 1989; Silva et al., 1990; Souza-Motta et al., 2003; Oyeyiola, 2009; Coutinho et al.,
2010).

Aspergillus niger apresenta-se predominante tanto na rizosfera como no rizoplano (Arenas et al.,
2005), sendo definida como uma espécie saprobia que em algumas circunstancias pode tornar-se
patdgena (Raper & Fennel, 1977). Cylindrocladiella camelliae é conhecida como saprobia, ou
patogena causando podriddo de raiz em diferentes hospedeiros (Crous & Wingfield, 1993).
Rhodotorula é citado por Fortes Neto et al. (2007) como um micro-organismo encontrado no solo,
capaz de degradar pesticidas. Espécies de Emericellopsis sdo isoladas em diferentes ambientes,
sendo comum seu isolamento como saprobio em solo (Domsch et al., 1980). Espécies de
Microascus e seu anamorfo Scopulariopsis sdo referidas para solo e rizosfera (Dayal & Srivastava,

1973; Domsch et al., 1980).
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Alguns fungos isolados sdo potencialmente patdgenos a videiras. Segundo Abreu e Pfenning
(2008), patdgenos de plantas agem tanto no solo quanto na rizosfera gerando perdas na producao. L.
theobromae isolado em baixa propor¢do no estudo, é responsdvel pela morte descendente de
videiras (Tavares & Menezes, 1991) e causador da botriodiplose (Dias et al., 1998). Alguns géneros
isolados, como: Penicillium, Aspergillus e Rhizopus estdo incluidos no grupo dos fungos
oportunistas, causando doencas pds-colheita em bagas de Vitis L. (Dias et al., 1998). Neste caso, as
condicdes fisiologicas da planta hospedeira podem retardar, mas néo inibir o desenvolvimento da
infeccdo (Choudhury, 2001). Segundo Highet & Nair (1995), Fusarium oxysporum € capaz de
ocasionar doencas em raizes de V. vinifera.

Apesar de terem sido testados em varios meios de cultura, representantes de Mycellia sterilia
apresentaram uma alta frequéncia de isolamento tanto na rizosfera como no rizoplano. Odunfa &
Oso (1979) apresentaram em seus estudos com rizosfera e rizoplano de feijao, a dominancia desses
fungos.

Do numero total de isolados de fungos analisados foi constatado que nas coletas de janeiro para a
rizosfera (N = 17) e maio para o rizoplano (N = 15) houve maior riqueza de espécies. Nas coletas de
outubro e dezembro em ambos substratos, verificou-se baixa diversidade de espécies (-a < 2)
quando comparados com isolados das demais coletas. De acordo com os resultados obtidos pela
aplicacdo do indice de Shannon-Wiener (H’), maior diversidade de isolados ocorreu em janeiro para
a rizosfera (H’= 2,48) e em maio para o rizoplano (H’= 2,143), enquanto baixa diversidade foi
evidenciada em outubro para a rizosfera (H’=0,9811) e em dezembro para o rizoplano (H’= 1,386).
Quanto a Equitabilidade (J’), observou-se que em nenhuma das coletas ocorreu maxima diversidade
de espécies (J’ > 1), sendo agosto para a rizosfera (J” = 0,9381) e julho para o rizoplano (J° =
0,8969) os meses de coleta com maior abundancia de espécies (Tabela 10).
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Tabela 10. indice de abundancia de espécies de fungos isolados da rizosfera e do rizoplano de Vitis

labrusca entre os periodos de coleta.

indice de Diversidade

(@}

g Periodos de N° de Total de Equitabilidade Shannon-
é coleta Espécies isolados* Margalef Pieleou’s Wiener
n (N) (-) () (H’)
< Estiagem JAN 17 47 4,156 0,8752 2,48
o ouT 6 23 1,595 0,5476 0,9811
LL DEZ 7 29 1,782 0,8818 1,716
O MAI 10 52 2,278 0,8584 1,977
N Chuvoso  JUL 12 31 3,203 0,9187 2,283
- AGO 9 15 2,954 0,9381 2,061
o JAN 11 61 2,433 0,8576 2,057
<ZE Estiagem OUT 6 41 1,346 0,8118 1,454
] DEZ 8 61 1,703 0,6664 1,383
?5 MAI 15 80 3,195 0,7915 2,143
N Chuvoso JUL 9 38 2,199 0,8969 1,971
o AGO 9 46 2,09 0,8112 1,782

*

Exceto Mycelia sterilia.

Houve diferenca estatistica pelo teste de ANOVA para numero de isolados obtidos por meses de
coleta na rizosfera (p < 0,01) e no rizoplano (0,01<p<0,05), mas ndo para os periodos chuvosos e de
estiagem (p > 0,05). Os nimeros médios de isolados por meses de coletas foram comparados entre
si pelo teste Tukey (p < 0,05 —rizosfera e 0,01 < p < 0,05 — rizoplano), observando que o niumero de
isolados da coleta de janeiro para a rizosfera foi maior que os das coletas de agosto, outubro e
dezembro, e que as coletas de maio e dezembro para o rizoplano foram maior que a de julho
(Tabela 11).

65



Lima, T.E.F. — Micobiota da rizosfera, rizoplano e endéfita de raizes
Tabela 11. Comparacdo estatistica entre os nimeros médios de isolados obtidos da rizosfera e

rizoplano de Vitis labrusca nas coletas realizadas no ano de 2011 em S&o Vicente Férrer.

(@]

©

= Periodos de coleta Numero medio de isolados*
g

(9p]

< JAN 18,3 ab
% Estiagem ouT 18,6 ab
(L/L) DEZ 8,6 C
e MAI 22,6 a
N Chuvoso JUL 11,3bc
o AGO 15,6 abc
o) JAN 28,0a
<Z( Estiagem ouT 13,3b
_ DEZ 18,0 ab
o) MAI 22,6 ab
N Chuvoso JUL 19,0 ab
. AGO 28,0a

*

CV =. 21,59% e 36,08 % (rizosfera); 22,84 % e 31,83% (rizoplano).

Com relacdo a similaridade entre os fungos isolados na rizosfera e no rizoplano de V. labrusca
durante os meses de coleta, foi possivel constatar a formacéao de trés grupos. A maior similaridade
(60%) ocorreu entre os meses de agosto e outubro para o rizoplano, e para a rizosfera foi verificado
maior proximidade entre as coletas de outubro e dezembro (acima de 40%). A coleta de julho foi

semelhante para ambos 0s substratos (Figura 11).
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Figura 11. Dendrograma de similaridade dos fungos isolados da rizosfera e do rizoplano de Vitis

labrusca durante os meses de coleta.

4.3. Similaridade entre os fungos isolados da rizosfera, rizoplano e enddfitos de raizes de V.

labrusca cv. Isabel

Durante o estudo, nove espécies foram comumente isoladas nos trés substratos (Similaridade =
23%): Clonostachys rosea, Curvularia pallescens, Cylindrocladiella camelliae, Fusarium
oxysporum, F. merismoides, F. solani, Myrothecium roridum, Phoma tropica e Tricoderma
koningii. Segundo Stone et al. (2004), os fungos do solo e da rizosfera, patdégenos radiculares e
endofitos sobrepGem-se consideravelmente, sendo isolados repetidamente e preferencialmente
como simbiontes de raizes.

Comparando as espécies da rizosfera e do rizoplano, podemos constatar que a similaridade foi de
55,1%, com 16 espécies comuns nesses substratos. Entre o rizoplano e os fungos endofitos de raizes
a similaridade foi maior (59,5%) com 14 espécies comuns. Comparando a micobiota da rizosfera
com a isolada como endofita de raizes, a similaridade € de 58% e nove espécies comumente

isoladas.

Houve diferenga estatistica pelo teste de ANOVA para numero de isolados obtidos por meses de
coleta e substratos (p < 0,01). Os nimeros médios de isolados por meses de coletas foram
comparados entre si pelo teste Tukey (p < 0,05), observando que o numero de isolados da coleta de
janeiro foi maior que os das coletas de julho, agosto, outubro e dezembro (Tabela 12).

67




Lima, T.E.F. — Micobiota da rizosfera, rizoplano e endéfita de raizes

Tabela 12. Comparacéo estatistica entre 0os nimeros médios de isolados de fungos da rizosfera,

rizoplano e enddfitos de raizes de Vitis labrusca nas coletas realizadas no ano de 2011 em Sao
Vicente Férrer.

Periodos / NUmero médio Substratos NUmero médio
Meses de coleta de isolados* de isolados *
MAI 23,44b RIZOSFERA 18,6 A
CHUVOSO JUL 12,1d '
AGO 15,0cd
RIZOPLANO 148 B
JAN 25,0a
ESTIAGEM ouT 16,4cd ENDOFITO DE o5 A
DEZ 18,1bc RAIZES ’

* CV = 20,83%. Médias seguidas das mesmas letras (maiuscula e minuscula), na coluna, nao
diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Com relacédo a similaridade entre os fungos isolados da rizosfera, rizoplano e endéfitos de raizes
de V. labrusca durante os meses de coleta, foram constatados trés grupos distintos e a correlacao
existente entre 0s mesmos, sendo as coletas de agosto e outubro de fungos endoéfitos de raiz que
apresentaram maior similaridade, com cerca de 70% (Figura 12). Entre os periodos estudados
ocorreu baixa similaridade, entre o perido chuvoso foi de 20,8%, enquanto que para o periodo de
estiagem foi de 25% (Sgrensen).
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Figura 12. Dendrograma de similaridade dos fungos isolados da rizosfera, rizoplano e endofitos de

raizes de Vitis labrusca durante os meses de coleta.

4.4. Avaliacao da inoculacédo de fungos endofitos em mudas de V. labrusca cv. Isabel

Nigrospora oryzae (Berk. & Broome) Petch (= Khuskia oryzae), uma das espécies de fungos
endofitos mais isoladas de folhas de V. labrusca da mesma area de estudo e Fusarium merismoides,
espécie de maior isolamento como enddfita de raizes de V. labrusca neste estudo, foram
selecionadas e inoculadas em mudas de videiras.

Trinta dias ap6s as inoculagBes em mudas de V. labrusca, foram obtidos oito re-isolamentos
(44,4%) de Nigrospora oryzae das folhas. Apos 60 dias também foi evidenciada a presenca desse
fungo em folhas, com dois re-isolamentos (11,1%). Apo6s 90 dias ndo foi mais possivel isolar N.
oryzae (Tabela 13). N. oryzae nédo foi isolada nem das raizes e nem do solo dos vasos onde as
mudas foram inoculadas. Fusarium merismoides ndo foi recuperado de nenhum dos substratos
(folhas e raizes) em nenhum dos periodos avaliados. N. oryzae pode ter penetrado nas folhas pelos
estdmatos, e aparentemente as folhas sdo a melhor via de entrada deste fungo. Todos os re-isolados
de N. oryzae foram identificados utilizando caracteres macroestruturais das colbnias e
microestruturais (conidiéforos e conidios), ndo sendo observadas variagdes na col6nia e morfologia

dos conidios entre os re-isolados.
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Tabela 13. Numero de isolados obtidos e frequéncia de colonizacdo de Nigrospora oryzae em
mudas Vitis labrusca cv. Isabel, inoculadas artificialmente por meio de pulveriza¢Ges de suspensédo

de esporos, obtidos em diferentes intervalos ap6s a inoculag&o.

AVALIACAO DE _ Frequéncia de
~ N° de isolados _
INOCULACAO inoculagéo
30 dias 08 44,4%
60 dias 02 11,1%
90 dias - -
Controle 02 11,1%
Substrato isolado Folhas

A relacdo entre a presenca desses fungos e o periodo apds de inoculagdo também parece ter
interferido no re-isolamento, levando-se em conta que os re-isolamentos foram mais representativos
apos 30 dias da inoculacéo.

Antes do plantio das estacas, foi realizado um primeiro isolamento de fungos. Essa primeira
avaliacdo foi importante quanto a presenca ou auséncia dos fungos testados nas estacas e no solo
apos esterilizacdo, resultando no isolamento de outras espécies diferentes das inoculadas no estudo.
Apbs os trinta dias de avaliacdo, com relacdo as plantas controle, foram evidenciados dois
isolamentos de N. oryzae de folhas. Sua ocorréncia pode estar relacionada a sua presenca anterior
nas estacas utilizadas no plantio das mudas.

F. merismoides, fungo endofito isolado de raizes de V. labrusca, pode estar associado ao solo e a
rizosfera onde se encontram essas videiras. A esterilizacdo do solo, que pode ter levado a uma
caréncia nutricional, ou mesmo uma insuficiéncia na inoculacdo podem ter favorecido o néo
desenvolvimento desse fungo nas plantas. Schulz et al. (1999), inoculando mudas de cevada com
fungos enddfitos e patdgenos de coniferas e herbéaceas, diferente desse estudo, observaram 100% de
infeccdo das raizes.

Com relacédo ao isolamento de N. oryzae, Petrini et al. (1992) constataram que diferentes fungos
apresentam preferéncia por diferentes partes da planta, fato que pode estar relacionado com o
conteudo do tecido do vegetal. Nesse estudo foi constatado o re-isolamento dessa espécie apenas
em folhas. Durante o desenvolvimento desse trabalho, ndo foi constatado o isolamento dessa
espécie em raizes de V. labrusca, indicando uma preferéncia desse fungo por partes diferentes dessa
planta.

Brownbridge et al. (2012) investigaram a capacidade de estabelecer um isolado de Beauveria

bassiana como enddfita em mudas de Pinus radiata D. Don, com inocula¢do por métodos de
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imersdo em sementes e raizes. Os resultados sugeriram a presenca de B. bassiana no solo e raizes
por nove meses, mesmo com baixos niveis de incidéncia do fungo.

Os perfis de amplificacdo com primers de ISSR ((GACA), e (GTG)s) dos 10 re-isolados e o
inoculo original de N. oryzae, apresentaram quatro grupos distintos (A, B, C e D), sendo o grupo D
representado por um dnico isolado (N5). Em comparacdo com o especimen inoculado em mudas
(N1- grupo A), observa-se que seis re-isolados (N4, N6, N7, N8, N9 e N10) foram similares ao
inoculante original para (GACA), e cinco (N2, N4, N6, N7 e N11) para (GTG)s. Com relagdo a
planta controle foram obtidos dois re-isolados (N12 e N13), sendo constatado que esses genotipos
também estavam presentes nas mudas de videiras como enddéfitos (Figura 13). Entre os primers
testados, para avaliacdo da semelhanca entre os re-isolados, podemos considerar que o primer
(GACA), foi mais eficiente.

Os resultados também demonstram a eficiéncia na inoculacdo de N. oryzae e da possibilidade de
recuperar genotipos semelhantes ao do inoculante. Segundo Parreira et al. (2010), diversos
trabalhos demonstram o uso de marcadores sozinhos ou em conjunto com outras ferramentas no
estudo da variabilidade dos fungos. Este trabalho é o primeiro relato de pesquisa de genoétipos de

uma espécie enddfita inoculada utilizando marcadores de ISSR.
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Figura 13. Perfis de amplificagéo das regides de ISSR obtidos com o primer (GACA)se (GTG)s de
Nigrospora oryzae isolados de Vitis labrusca. M- marcador de peso molecular 1Kb plus; N1 - DNA

do in6culo de N. oryzae; N2 a N11- re-isolados de N. oryzae; N12 e N13 — Re-isolados do controle.

4.5. Avaliacdo da patogenicidade de fungos endéfitos em mudas de Vitis labrusca cv. Isabel

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. e Guignardia mangiferae A.J. Roy,
isoladas na &rea de estudo como enddfitas de folhas e Fusarium oxysporum e Lasiodiplodia
theobromae, espécies endofitas de raizes de V. labrusca neste estudo, foram avaliadas quanto a
patogenicidade em mudas de videira. Porém, as plantas inoculadas ndo foram susceptiveis a estes
fungos e n&do apresentaram sintomas (Figura 14, 15 e 16). Maude (1996) relaciona o néo
desenvolvimento de doenca nas plantas hospedeiras por fungos endofitos a perda da capacidade
patogénica desses especimens, ou a uma infecgdo assintomatica, prépria do comportamento de um
endofito com seu hospedeiro.

No entanto, os fungos testados parecem ter sido eficientes em penetrar nas mudas de videira
inoculadas, pois seis re-isolados de F. oxysporum foram obtidos de raizes inoculadas com
ferimentos e sem ferimentos. G. mangiferae foi obtido apenas de folhas (com ferimento)

apresentando frequéncia de colonizagdo de 16,6%, enquanto para L. theobromae nove isolamentos
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foram obtidos em mudas inoculadas com e sem ferimento (Tabela 14). Houve apenas um re-
isolamento de F. oxysporum a partir das folhas de mudas usadas como controle.

As plantas testadas apresentaram alguns problemas caracteristicos de deficiéncia nutricional, tais
como folhas amareladas. Nas plantas com inoculacao foliar foi constatado ressecamento ao redor do
inoculo. E em alguns casos folhas queimadas ou ressecadas oriundas da utilizacdo de sacos

plasticos na elaboracdo das cAmaras-Umidas.

Tabela 14. Frequéncia de colonizagdo e n° de isolados obtidos de raizes de mudas de Vitis labrusca
cv. lIsabel inoculadas artificialmente com Guignardia mangiferae, Fusarium oxysporum e
Lasiodiplodia theobromae.

Fungos inoculados Metodo ge N° de isolados Freq_uen(jla de
inoculacao colonizacao (%)
Guignardia mangiferae C/ ferimentos 01 16,6
Fusarium oxysporum C/ fer!mentos 01 8,3
S/ ferimentos 05 41,6
- . C/ ferimentos 05 41,6
Lasiodiplodia theobromae S/ ferimentos 04 333

o
\ , )/ f\

¥

A

Figura 14. Mudas apos 30 dias de inoculagdo: A- Colletotrichum gloeosporioides com ferimento
foliar; B e C- C.gloeosporioides e Guignardia mangifera, respecticamente, sem ferimento foliar.
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Figura 15. Mudas ap6s 30 dias de inoculacdo com Fusarium oxysporum: A a C- mudas com
ressecamento foliar; D- crescimento flngico nas raizes e no solo; E a F- visualizacdo do xilema.

Figura 16. Raizes ap6s 30 dias de inoculagdo com Lasiodiplodia theobromae: A- sistema radicular;

B- fragmentos das raizes para re-isolamento.
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Guignardia e seu anamorfo Phyllosticta apresentam espécies parasitas de plantas que podem
encontrar-se em estagio de laténcia nas plantas hospedeiras sem expressar sintomas de doencas,
sendo consideradas como endoéfitas (Van der Aa, 1973). Guignardia mangifera é uma espécie que
ndo tem se mostrado patogénica, mas que vem sendo isolada comumente como endofita de plantas
tropicais (Rodrigues et al., 2004), parecendo ser indistinguivel morfologicamente da espécie
patogénica G. bidwelllii causadora da podriddo negra (Black rot) em videiras (Hoffman et al.,
2002). Em avaliacdo da patogenicidade em plantas de videiras, o isolado de G. mangifera testada
neste trabalho ndo foi capaz de ocasionar a doenca.

Colletotrichum e seu teleomorfo Glomerella séo géneros que apresentam espécies patdgenas em
todo o mundo (Parreira et al., 2010), causando danos a diferentes culturas (Bailey & Jeger, 1992).
Espécies de Colletotrichum s&o causadoras de antracnose, afetando o fruto em desenvolvimento ou
durante a armazenagem (pés-colheita), provocando o aparecimento de podriddes depreciativas,
tornando inviavel a comercializacdo (Bailey et al., 1992; Dias et al., 1998). A podriddo da uva
madura € causada por C. gloeosporioides, espécie que tem sido isolada endofiticamente de diversas
plantas (Brum, 2008). A inoculacgdo do isolado enddfito de C. gloeosporioides, ndo causou sintomas
da doenca em mudas de V. labrusca.

Fusarium oxysporum é uma espécie que possui formas patogénicas e ndo patogénicas, estando
relacionados a infecgfes do sistema radicular em diferentes culturas, causando descoloragdo dos
vasos e amarelamento ascendente das folhas inferiores para as superiores (Poletto et al., 2006).

Segundo Sanhueza & Sb6nego (1993), F. oxysporum f. sp. herbemontis pode iniciar a infeccéo
atraves das raizes de videiras, com ou sem ferimento, coloniza o sistema vascular e promove a
obstru¢do dos vasos, sendo o sintoma da infeccdo observado no interior da planta pelo
escurecimento do sistema vascular, estendendo-se da raiz até os ramos. Esse sintoma ndo foi
observado durante o teste de patogenicidade do isolado endéfito de F. oxysporum em mudas de V.
labrusca.

Rodrigues & Menezes (2002) isolaram espécies endofitas de Fusarium e avaliaram a
patogenicidade dessas espécies em plantas de feijao-caupi, detectando que alguns especimens de F.
oxysporum nado sao considerados potenciais patdgenos. Edel et al. (1997) relatam F. oxysporum
como o agente casual de murchas vasculares em diversos hospedeiros, incluindo feijdo, mas que
alguns especimens podem colonizar as raizes das plantas sem demonstrar ainda sintomas da doenca.
Segundo Gordon & Martyn (1997) isso € devido a incapacidade de alguns isolados ndo patogénicos
penetrarem no sistema vascular.

Lasiodiplodia theobromae é um fungo cosmopolita que infecta plantas em regides tropicais e
subtropicais, causando sintomas de seca de ramos, podriddo peduncular em frutos e morte de

plantas (Punithalingam, 1980). Diferentes sintomas de L. theobromae podem ser observados em um
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parreiral de uva infectado (Batista et al., 2010). Segundo Dias et al. (1998) é o causador de
botriodiplose, ocasionando a morte da planta do topo para a base. Também é possivel a visualizacao
de folhas amareladas, com murcha e queda, os ramos podem apresentar coloragdo castanha e
posteriormente ressecamento (Batista et al., 2010). Tem se relatado L. theobromae como endofito
de diferentes hospedeiros, podendo a infec¢do ocorrer quando os fatores ambientais enfraquecem a
planta (Cardoso et al., 2009a; Mohali et al., 2005; Rubini et al., 2005).

Chiarappa (1959) pode estabelecer o grau de patogenicidade de 67 isolados, causando
tombamento de raiz ou decadéncia de mudas em videiras. O re-isolamento a partir das raizes
apodrecidas auxiliou na obtencdo dos especimens inoculados.

Mostert et al. (2000) determinaram a patogenicidade de oito isolados de Phomopsis spp. obtidos
como endofitos em videiras, para constatar se estes isolados eram endofitos verdadeiros ou
patogenos obtidos de infeccBes latentes, confirmando o re-isolamento de Phomopsis spp. a partir de
lesBes nas plantas inoculadas.

Schulz et al. (1999) avaliaram a infecgdo de fungos endofitos e patdgenos inoculadando mudas
de cevada. Constataram que quase 100% das raizes foram infectadas e que espécies endofitas
inoculadas ndo foram capazes de causar doenca nas plantas. Segundo 0s autores, iSso ocorre, pois
ambos, endofitos e patdgenos, podem colonizar inter e intracelularmente as raizes do hospedeiro, e
que a interacdo entre ambos ainda parece ser desconhecida.

Photita et al. (2004) testaram espécies representativas de fungos enddéfitos, mas que apresentam
relatos de agentes patogénicos de banana (causadoras de manchas foliares), como: Cladosporium
musae, Colletotrichum gloeosporioides, Cordana musae, Deightoniella torulosa, Guignardia
cocoicola, Periconiella musae e Pestalotiopsis sp.. Das espécies inoculadas, apenas D. torulosa,
causou manchas em folhas destacadas de bananeiras.

Sbravatti Janior et al. (2013), inocularam fungos isolados como endofitos (Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Trichoderma sp.) e para testar a sua patogenicidade a mudas de Eucalyptus
benthamii Maiden & Cambage, porém ndo foram observadas lesbes foliares ap6s o periodo de
incubacéo.

Azevedo (1998) constata a dificuldade em estabelecer limites entre isolados endofitos e
patogénicos. Se um enddfito causa doenga, esse por si ndo pode ser considerado endofito. Porém
muitos trabalhos discutem sobre a presenca da fase enddfita que alguns fungos patdgenos
apresentam no seu ciclo de vida e que periodicamente vem sendo isolados e identificados como tais
(Sinclair & Cerkauskas, 1996; Brown et al., 1998). Dessa forma a distin¢do entre um patégeno e um
endofito nem sempre é clara, podendo essa fase de laténcia estar relacionada a certas condigdes que
podem levar os fungos endofitos a causarem a doenca (como por exemplo, em condic¢Ges de estresse

ou devido a algum fator nutricional) ou mesmo ocasionar mudancas na fisiologia do seu hospedeiro
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(Maude, 1996; Sinclair & Cerkauskas, 1996; Blodgett et al., 2000; Romero et al., 2001; Photita et
al., 2004). Mesmo sem claros esclarecimentos, a presenga de fungos patdgenos em plantas
saudaveis tem sido confirmada em diferentes hospedeiros.

O perfil de amplificagdo com os primers de ISSR do especimen inoculado e dos re-isolados de L.
theobromae, mostrou quatro genotipos distintos (A, B, C e D) para o primer (GACA)4, porém
nenhum dos re-isolados apresentou perfil de amplificagdo semelhante ao inoculo (L1- grupo A).
Para o primer (GTG)s, observou-se um maior nimero de bandas formadas, mas apenas dois perfis
de amplificacdo (A e B) e a similaridade entre oito re-isolados (L2, L3, L4, L5, L6, L7 e L10) com
inoculo (L1) (Figura 17).
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Figura 17. Perfis de amplificacdo das regides de ISSR obtidos com o primer (GACA)se (GTG)s de
Lasiodiplodia theobromae isolados de Vitis labrusca. M- marcador de peso molecular 1Kb plus; L1

- DNA do in6culo de L. theobromae; L2 a L10- re-isolados de L. theobromae.

Para F. oxysporum foram obtidos trés perfis amplificacdo distintos (A, B e C) para ambos
primers utilizados. A analise mostrou-se evidente semelhanca entre os re-isolados F2, F5, F6 e F7
com o in6culo (F1). Os re-isolados F3 e F4 (grupo B) e F8 (grupo C - obtido de folhas da planta
controle), ndo se mostraram semelhantes ao inoculo, sendo gendtipos também presentes nas mudas
de videiras como enddfitos (Figura 18). O re-isolado G2 de G. mangiferae apresentou total
similaridade ao inéculo (G1) (Figura 18).
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Figura 18. Perfis de amplificacdo das regides de ISSR obtidos com o primer (GACA), e (GTG)s de
Fusarium oxysporum (F) e Guignardia mangiferae (G) isolados de Vitis labrusca: M- marcador de
peso molecular 1Kb plus; F1 - DNA do inoculo de F. oxysporum; F2 a F7- re-isolados de F.

oxysporum; F8- re-isolado do controle; G1 e G2- DNA do in6culo e re-isolado de G. mangiferae,
respectivamente.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabaho permitem concluir que:

- Em raizes sadias de Vitis labrusca cv. Isabel os fungos endéfitos estdo representados em sua

maioria por anamorfos comumente encontrados no solo;

- Na rizosfera foi obtido maior nimero de isolamento de espécies fungicas quando comparado ao
isolamento do rizoplano, sugerindo que o rizoplano possa realmente ser um habitat mais

especializado para o crescimento de fungos;

- A diversidade taxonémica dos fungos endofitos das raizes de V. labrusca cv. Isabel apresenta
baixa similaridade (23%) quando comparada a micobiota encontrada na rizosfera e no rizoplano,

demostrando que essa micobiota ndo esta intimamente relacionada ao substrato;
- Os fungos isolados de raizes, da rizosfera e do rizoplano de Vitis labrusca cv. Isabel podem ser
caracterizados como espécies saprobias e/ou patogénicas a essa cultura, tais como Fusarium

oxysporum e Lasiodiplodia theobromae, habitando endofiticamente em videiras;

- As espécies de fungos enddfitos inoculadas mostraram-se pouco ou nédo eficientes na

penetracdo pelas raizes e folhas de mudas de V. labrusca, sendo obtidos poucos re-isolados;

- Os isolados endofitos de espécies potencialmente patogénicas a Vitis ndo foram capazes ou

nem sempre causam doencas, quando inoculadas artificialmente em mudas desta planta;

- Os marcadores ISSR utilizados foram eficientes na determinacdo das semelhancas genéticas

entre 0s especimens fungicos inoculados e posteriormente re-isolados.
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