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RESUMO

Fungos endofiticos vivem no interior dos tecidos das plantas sem causar dano aparente aos
seus hospedeiros. E sabido que esses fungos podem estimular as defesas da planta frente a
fitopatdgenos, através da producdo de compostos quimicos; sendo uma promissora fonte para
a descoberta de novos compostos bioativos. Utilizando método dependente de cultivo, o
presente estudo avaliou a diversidade de fungos endofiticos associados & Begonia fischeri,
Begonia olsoniae e Begonia venosa encontradas na Mata Atlantica. Adicionalmente, foram
realizados bioensaios in vitro com fragbes acetato dos fungos endofiticos frente aos
fitopatégenos Phomopsis sojae e Colletotrichum gloeosporiodes, com o intuito de verificar a
producdo de compostos bioativos. Das 20 folhas analisadas de cada espécie de planta, um
total de 426 fungos endofiticos foi obtido, sendo que 120 foram isolados de B. fischeri, 151 de
B. olsoniae e 155 de B. venosa. Ap0s a triagem dos isolados e sequenciamento da regido ITS,
as sequéncias foram agrupadas em Unidades Taxonémicas Operacionais (UTQOs) e as métricas
ecoldgicas aplicadas a 97% de similaridade. Utilizando tal abordagem, 46 taxa foram
identificados, sendo Colletotrichum (51,6% do total de 426 isolados) e Diaporthe (22,5%) os
géneros mais abundantes, seguido por Phyllosticta (3,5%), Neopestalotiopsis (1,8%),
Stagonospora (1,8%) e Nigrospora (1,6%) entre os géneros com menor abundancia. A
riqueza e a diversidade de fungos foi maior em B. fischeri, quando comparada a B. olsoniae e
B. venosa. Além disso, a analise de correspondéncia sugere que o tipo de hospedeiro pode
explicar 24% das diferengas observadas entre as comunidades de endofitos, demonstrando
que outras variaveis ecoldgicas (por exemplo, o local de coleta) também podem explicar a
estrutura dessas comunidades. Dos 88 endofitos utilizados nos ensaios, as fraces acetato de
26% deles (n= 23) inibiram pelo menos um fitopatdgeno. Tais resultados sdo promissores e
indicam que os fungos endofiticos dessas plantas sdo uma fonte ainda ndo explorada para a

prospeccao de compostos antifungicos.

Palavras-chave: Enddfitos. Comunidades. Fitopatogenos. Bioensaio.



ABSTRACT

Endophytic fungi live within plant tissues without causing any apparent disease symptoms.
Fungal endophytes may stimulate host defenses towards pathogens through the production of
chemical compounds; thus they are a promising source for the discovery of new bioactive
compounds. Using culture dependent methods coupled with a polyphasic approach for fungal
identification, we evaluated the diversity of endophytic fungi associated with Begonia
fischeri, Begonia olsoniae and Begonia venosa found in the Atlantic Rain Forest. In addition,
we carried out in vitro bioassays from acetate fractions of the endophytic fungi towards the
plant pathogens Phomopsis sojae and Colletotrichum gloeosporiodes, to verify the putative
production of bioactive compounds. From 20 leaves analyzed of each species, a total of 426
endophytic fungi were obtained, comprehending 120 from B. fischeri, 151 from B. olsoniae
and 155 from B. venosa. After screening the isolates and sequencing the ITS region, the
sequences were clustered into Operational Taxonomic Units (OTUs) and ecological metrics
applied at 97% similarity. Using this approach, we identified 46 taxa and the prevalent genera
were Colletotrichum (51.6% of the total of 426 isolates) and Diaporthe (22.5%), followed by
Phyllosticta (3.5%), Neopestalotiopsis (1, 8%), Stagonospora (1.8%) and Nigrospora (1.6%)
among the genera found in minor abundance. Richness and diversity of fungi were higher in
B. fischeri in comparison to B. olsoniae e B. venosa. Furthermore, correspondence analysis
demonstrated that the host plant explains 24% of the observed differences among the
endophytic community, suggesting that other environmental variables (e.g., sampling sites)
may explain the community structure. From the 88 endophytes evaluated in the inhibition
assays, 26% (n = 23) of the acetate fractions showed activity against at least one
phytopathogen. These results are promising and indicate that endophytic fungi these plants are

an untapped source for prospecting antifungal compounds.

Keywords: Endophytes. Communities. Pathogens. Bioassay.
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1 INTRODUCAO

Micro-organismos endofiticos vivem no interior dos tecidos das plantas sem causar
danos aparentes ao hospedeiro. Muitos desses micro-organismos podem auxiliar o
desenvolvimento das plantas e promover a resisténcia frente a patégenos, devido a producéo
de compostos bioativos. Embora haja um grande interesse nos metabdlitos secundarios
produzidos pelos fungos endofiticos, muitas questdes relacionadas a biologia e ecologia
desses organismos ainda ndo sao compreendidas.

Devido a ampla diversidade taxonémica, os fungos endofiticos constituem uma fonte
promissora de biocompostos, porém pouco explorada. Pesquisas apontam que esses micro-
organismos sdo bons produtores de enzimas e metabolitos secundarios, o que possibilita sua
aplicacdo em diversas areas como a industria farmacéutica, agronémica e quimica. Nesse
contexto, os fungos endofiticos se destacam no controle de fitopatdgenos, pois compartilham
0 mesmo nicho ecoldgico, portanto, Uteis no combate dessas pragas que assolam diversas
lavouras.

E sabido que a Mata Atlantica abriga uma grande diversidade biolégica de plantas,
animais e micro-organismos, devido as condi¢Bes ambientais Unicas. Considerado um
hotspot, tal bioma apresenta grande relevancia em estudos de diversidade e bioprospeccao,
pois é um reflgio de espécies ainda desconhecidas pela ciéncia e com amplo potencial
biotecnoldgico. Tal bioma possui uma variedade de espécies de plantas endémicas e nao
endémicas. Dentre as endémicas, destacamos Begonia venosa e Begonia olsoniae e a espécie
ndo endémica Begonia fischeri, as quais ndo foram estudadas do ponto de vista da diversidade
e prospecc¢do de fungos endofiticos.

Nesse contexto, ambientes diferenciados como as ilhas também sdo de grande
relevancia em estudos de diversidade, como é o caso do Arquipélago de Alcatrazes.
Localizado a 43 km da costa de Sdo Sebastido (SP), o arquipélago € constituido por cinco
ilhas: Ilha da Sapata, do Pareddo, do Porto, do Sul, e a principal, Ilha de Alcatrazes. Por fazer
parte da Mata Atlantica, o arquipélago apresenta espécies de Begonia, incluindo B. venosa, a
qual é considerada endémica da ilha.

De ocorréncia pantropical, o género Begonia é reconhecido como um dos maiores do
grupo das angiospermas, quanto ao numero de espécies descritas (cerca de 1.500). A maioria
dos estudos enfatizou a taxonomia, a genética de populacdes e as propriedades do genoma
desse género. Por outro lado, existem trabalhos que relataram o uso de espécies do género
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Begonia para fins biotecnologicos. No entanto, até o momento ndo h& estudos sobre a
diversidade e prospeccéo de fungos endofiticos associados as espécies desse género.

Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a diversidade das
comunidades de fungos endofiticos presentes em B. fischeri, B. olsoniae e B. venosa
encontradas em diferentes locais da Mata Atlantica (continente e ilha) e, posteriormente,
avaliar o potencial desses micro-organismos na inibi¢do do crescimento de fitopatégenos. Os
resultados desse estudo estdo divididos em dois capitulos, apresentados em formato de

manuscritos, a saber:

Capitulo 1: Com um enfoque ecoldgico, avaliamos as comunidades endofiticas presentes nas
espécies B. fischeri, B. olsoniae e B. venosa, uma vez que, segundo nossos conhecimentos,
ndo ha estudos sobre endofitos presentes nessas plantas. Portanto, neste capitulo tentamos
responder como estdo estruturadas as comunidades de fungos endofiticos de Begonia e se
essas comunidades sdo semelhantes. Nossos resultados sugerem que cada espécie de planta
abriga uma comunidade de enddfitos especifica. Embora demonstramos que o tipo de planta
hospedeira seja um fator que module essas comunidades, discutimos que outros fatores, como

as distancias entre os locais de coleta, também contribuem para essa diferenciagéo.

Capitulo 2: Com base em fracGes acetato obtidas dos cultivos dos endéfitos das trés espécies
de begbnia, realizamos uma triagem para avaliar se tais fungos produzem metabolitos
secundarios capazes de inibir o crescimento de fitopatdgenos. Nesse contexto, avaliamos a
inibicdo do crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides e Phomopsis sojae frente
a fracOes de 88 fungos endofiticos. A pergunta deste capitulo é se os fungos endofiticos
associados a Begonia produzem compostos ativos frente a fitopatdgenos. Os resultados
obtidos s&o promissores, pois 26% das fragcOes foram capazes de inibir pelo menos um dos
fitopatdgenos. Os resultados sugerem que os endofitos presentes nessas plantas sdo uma fonte

para prospeccdo de compostos antifungicos.
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4 CONSIDERACOES

e As espécies Begonia fischeri, Begonia olsoniae e Begonia venosa apresentaram
fungos endofiticos de ocorréncia comum em outras plantas. Porém, cada hospedeiro
também apresenta uma comunidade singular de fungos endofiticos, os quais sao

representados por taxa raros.

e Esses hospedeiros sdo uma fonte pouco explorada do ponto de vista dos fungos
endofiticos, visto que, ndo foi possivel identificar alguns dos fungos obtidos no
presente estudo, além disso, a maioria do isolados foi identificada até género o que
sugere que esses hospedeiros podem abrigar espécies ainda desconhecidas para a
ciéncia. Estudos posteriores com os fungos depositados no acervo da CRM-UNESP

poderdo revelar se esses isolados sdo taxa ainda ndo descritos.

e As diferencas na riqueza, composicdo e diversidade das comunidades endofiticas
presentes nas espécies de plantas avaliadas, parecem estar relacionadas com o tipo de
hospedeiro. No entanto, fatores abidticos como localidade geografica e o periodo de

coleta também podem explicar as diferengas observadas.

e Os enddfitos das plantas estudadas sdo agentes promissores no controle de
crescimento de fitopatdbgenos como Phomopsis sojae e Colletotrichum

gloeosporioides.

5 PERSPECTIVAS

O presente trabalho contribuiu com a criacdo de uma colecdo de micro-organismos
isolados de hospedeiros pouco estudados. Esse importante patrimOnio genético esta em
avaliagcdo por discentes que compdem o projeto teméatico FAPESP — Processo n. 13/50228-8
(Componentes da biodiversidade, e seus caracteres metabdlicos, de ilhas do Brasil - uma
abordagem integrada), o qual estd inserido o presente trabalho. Resultados preliminares
revelaram que um total de dez linhagens apresentou atividade anti-leishmania e cinco isolados
estdo sendo quimicamente avaliados. Estudos futuros poderdo continuar a explorar o
potencial dessa cole¢do de micro-organismos. Além disso, muitos dos endofitos recuperados
das begonias incluem isolados que ndo foram totalmente caracterizados, portanto, estudos

futuros de taxonomia e sistematica poderdo revelar espécies novas contidas nessa colecao.





