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RESUMO

Fungos endofiticos se hospedam em tecidos vegetais, onde vivem sem causar danos
aparentes. Sao capazes de produzir bioativos Uteis para agricultura e aplicagdes nas
industrias farmacéutica, alimenticia e meio ambiente. Esses endofitos despertam
interesse na producédo de enzimas hidroliticas e no controle de fitopatégenos, em
substituicdo a substancias quimicas, visando processos de menor impacto ambiental.
Azadirachta indica, conhecida como neem, €& uma planta que abriga fungos
endofiticos. O fungo Macrophomina phaseolina € um fitopatdgeno causador de
patologias na produc&o da soja, levando a significativas perdas econdmicas. Com
isso, o0 objetivo deste estudo foi identificar fungos endofiticos isolados de Azadirachta
indica, avaliar a producao in vitro das enzimas amilase, lipase, esterase, pectinase e
protease, bem como, avaliar o potencial de inibicdo contra o fitopatdégeno
Macrophomina phaseolina. Dos isolados testados, o endofitico Al30B, identificado
como Alternaria, apresentou resultados positivos na producido das enzimas protease,
esterase e lipase, e o endofitico AI25B, do género Phyllosticta, demonstrou
capacidade na producgao da pectinase, além disso, ambos foram positivos no teste
antagonico contra o fitopatégeno Macrophomina phaseolina, com resultados de maior
relevancia neste estudo. A enzima amilase foi produzida apenas pelo isolado
endofitico AlI35B, no qual houve a impossibilidade de identificacao, fato que também
ocorreu para outros fungos isolados. O endofitico Al6, do género Phyllosticta sp.,
produziu a enzima pectinase, porém, sem atividade antagonista. Os isolados AlI37A,
AIM19B e AI27A, nao identificados, foram positivos na produg¢ao da enzima esterase, e
para protease, os géneros com resultados positivos foram o AlI9A (Colletotrichum sp.),
AI15A (Colletotrichum sp.), Al17B (Preussia sp.) e Al32, identificado a nivel de classe
como Sordariomycetes sp., além dos n&o identificados AI37A, Al12A, AI35B, Al11A e
Al24B. Os isolados AI28A (Colletotrichum sp.), AIM8A (Trichoderma sp.), Al16B
(Diaporthe sp.) e Al14B (Colletotrichum sp.), apresentaram resultados negativos na
producdo das enzimas hidroliticas. Os isolados n&o identificados AI27A, Al12A,
AlM1A, 2A e 3A, também apresentaram antagonismo contra o fitopatégeno

Macrophomina phaseolina.

Palavras chave: detecgdo de enzimas microbianas, fungos endofiticos, amilase,

lipase, esterase, pectinase, protease e antagonismo.
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ABSTRACT

Endophytic fungi live in plant tissues, where they live without causing apparent harm.
They are able of producing useful bioactives for agriculture and applications in the
pharmaceutical, food and environmental industries. These endophytes arouse interest
in the production of hydrolytic enzymes and in the control of phytopathogens, replacing
chemical substances, aiming at processes with less environmental impact.
Azadirachta indica, known as neem, is a plant that harbors endophytic fungi. The
fungus Macrophomina phaseolina is a phytopathogen that causes pathologies in
soybean production, leading to significant economic losses. Thus, the objective of this
study was to identify endophytic fungi isolated from Azadirachta indica, evaluate the in
vitro production of amylase, lipase, esterase, pectinase and protease enzymes, as well
as to evaluate the inhibition potential against the phytopathogen Macrophomina
phaseolina. Of the tested isolates, the endophytic AI30B, identified as Alternaria,
showed positive results in the production of protease, esterase and lipase enzymes,
and the endophytic AI25B, of the genus Phyllosticta, demonstrated ability to produce
pectinase, in addition, both were positive in the antagonistic test against the
phytopathogen Macrophomina phaseolina, with results of greater relevance in this
study. The amylase enzyme was produced only by the endophytic isolate AI35B, in
which it was impossible to identify, a fact that also occurred for other isolated fungi.
The endophytic Al6, of the genus Phyllosticta sp., produced the pectinase enzyme,
however, without antagonistic activity. The isolates AI37A, AI19B and AI27A, not
identified, were positive in the production of the esterase enzyme, and for protease,
the genera with positive results were AI9A (Colletotrichum sp.), Al15A (Colletotrichum
sp.), AI17B (Preussia sp.) and Al32, identified at class level as Sordariomycetes sp.,
in addition to the unidentified AI37A, Al12A, AI35B, AlI11A and Al24B. The isolates
AI28A (Colletotrichum sp.), AI18A (Trichoderma sp.), Al16B (Diaporthe sp.) and Al14B
(Colletotrichum sp.), showed negative results in the production of hydrolytic enzymes.
The unidentified isolates AI27A, AI12A, AI11A, 2A and 3A also showed antagonism
against the phytopathogen Macrophomina phaseolina.

Keywords: detection of microbial enzymes, endophytic fungi, amylase, lipase,

esterase, pectinase, protease and antagonism.



INTRODUCAO

1. Fungos endofiticos

Os fungos endofiticos colonizam as regides inter e/ou intracelulares dos tecidos
vegetais saudaveis e tém uma relagdo simbidtica com seus hospedeiros (BOGAS et
al., 2022). Na maioria dos casos os fungos endofiticos apresentam uma relagéo
mutualistica, antagonista ou neutra com seu hospedeiro. Com relagdo ao mutualismo,
o enddfito pode conferir caracteristicas importantes ao hospedeiro, como resisténcia
ao estresse hidrico, alteragdo nas propriedades fisiologicas entre outras (AZEVEDO
et al., 2000).

A colonizacao enddfito-hospedeiro pode ocorrer de maneira semelhante ao dos
patégenos, podendo ocorrer por meio de infeccdo de sementes ou zona radicular; ou
pela entrada via peciolo, hidatdédios e estdmatos; ou ainda, via feridas deixadas por
patogenos e insetos (SCHULZ; BOYLE, 2005; MARINHO et al., 2005, CHAPLA et al.,
2013). Os microrganismos endofiticos provenientes desta via de transmissdo podem
vir a ser patogénicos em algum momento da vida do hospedeiro, por exemplo, quando
as folhas entram em senescéncia (SAIKKONEN et al., 1998, ALY, 2010).

Esses microrganismos produzem enzimas e outros compostos bioativos que
Ihes permitem sobreviver em habitats competitivos com outros microrganismos. Desta
forma sao vistos como uma fonte promissora de produtos naturais bioativos,
potencialmente uteis para a agricultura no controle biolégico de doengas e pragas. Os
fungos endofiticos exibem um amplo espectro de aplica¢gdes na medicina, agricultura,
industria e meio ambiente. Portanto, a pesquisa sobre fungos endofiticos pode ajudar
na descoberta de novas biomoléculas para varias aplicagbes biotecnoldgicas
(FELBER; PAMPHILE, 2013).

Os fungos endofiticos tém se tornado novas fontes de enzimas industrialmente
uteis, como as lipases, esterases, proteases, entre outras, havendo uma enorme
diversidade de enzimas a serem descoberta entre os fungos endofiticos (LISBOA,
2015). Sdo microrganismos de grande importancia na produgdo enzimatica, em
virtude de que, enzimas microbianas apresentam uma rentabilidade elevada, baixos
custos de produgao, estabilidade em varias condigdes extremas e susceptibilidade
genética para manipulagao (NIYONZIMA, 2015).



1.1 Azadirachta indica e a produgao de fungos endofiticos

Inumeros estudos ja revelaram que fungos endofiticos podem produzir os mais
diversos tipos de enzimas, tais como: amilases, lipases, proteases, pectinases e
celulases (FELBER et al., 2019; RIBEIRO et al., 2018; MONTEIRO et al., 2020). Além
disso, eles desempenham um importante papel protegendo os tecidos da sua planta
hospedeira contra insetos e microrganismos fitopatogénicos (MONTEIRO et al.,
2020). Os fungos endofiticos agem sobre fitopatdgenos pela agdo de enzimas
degradativas da parede celular (RATNAWEERA; SILVA, 2017; DINIZ et al., 2020).

A Azadirachta indica, comumente conhecida como neem, € uma arvore perene
nativa do subcontinente indiano, com valor e importancia demonstrada tanto na
agricultura como na industria farmacéutica (KHARWAR et al., 2020).

Esta antiga arvore medicinal, muitas vezes chamada de “maravilhosa arvore”,
é considerada uma fabrica quimica de diversos e complexos compostos, abrangendo
ampla variedade de atividades biolégicas e modos unicos de agao contra patdégenos
e pragas na agricultura e pecuaria. Até agora, mais de 400 compostos foram isolados
de diferentes partes do Neem, incluindo importantes metabdlitos secundarios
bioativos. Além disso, as propriedades quimicas e biolégicas do neem tém sido
extensivamente exploradas para microrganismos associados, especialmente uma
classe chamada de microrganismos endofiticos ou endéfitos (KHARWAR et al., 2020).

De acordo com Ricci, et al., 2022, os diferentes tipos de microrganismos
endofiticos hospedados em Azadirachta indica (A. Juss), produzem fitoprodutos
quimicos diversos. A busca por metabdlitos secundarios advindos de microrganismos
endofiticos e de plantas de conhecida agdo medicinal € uma fonte promissora para
resolucao de problemas na area de saude. Assim, a rica e consideravel colecédo de
fungos endofiticos de Azadirachta indica pode representar uma fonte uUnica de
compostos bioativos (VERMA et al., 2011).

1.2 Fungos endofiticos na produgéo de enzimas

De acordo com Da Silva 2017, importantes estudos relacionados ao cultivo
microbiano para a produg&o de enzimas, tém sido amplamente explorados em todo o
mundo. O desenvolvimento dessas tecnologias de producgao facilitou a geragao de
novos produtos a base de enzimas com aplicacbes em produtos farmacéuticos,

alimentos, peptideos bioativos, pesquisas basicas, entre outros.



O autor informa que a aplicabilidade de microrganismos em biotecnologia &
potencializada por suas diversas vantagens, incluindo produgdo em larga escala, curto
tempo de cultivo e facilidade de manuseio.

A pesquisa por novos microrganismos isolados e identificados para produgao
de substancias bioativas, principalmente as enzimas microbianas, se faz necessario,
pois a industria biotecnoldgica necessita de novos produtores microbianos com alta
eficiéncia para futuras aplicagdes industriais (FRANCA et al., 2020).

A Dbioprospeccao € um importante pré-requisito para a pesquisa e
desenvolvimento biotecnoldgico, baseia-se na exploragao da diversidade microbiana
para a produgao de enzimas. Espécies fungicas também sao exploradas na tecnologia
enzimatica (DA SILVA, 2017).

A busca de microrganismos que possam produzir essas enzimas é constante e
varias técnicas de biologia molecular estdo disponiveis hoje para utilizagdo nesse
processo. Enzimas industriais s&o produzidas a partir de microrganismos ha mais de
um século e dentre eles destacam-se as bactérias, leveduras e os fungos filamentosos
(ARNAU et al, 2019; REGINATTO, 2016).

As enzimas microbianas costumam ser mais uteis do que as enzimas de
plantas e animais devido a grande variedade de atividades cataliticas disponiveis,
maiores rendimentos, possivel facilidade de manipulacdo genética e rapido
crescimento de microrganismos nos meios econdmicos. As enzimas microbianas
também s&o mais estaveis do que as correspondentes enzimas vegetais e animais e
sua produgdo é relativamente mais conveniente e segura (GAETE et al., 2020,
KASANA & GULATI, 2011).

Faria Silva, et al 2017, relata ainda que, diante da crescente aplicabilidade de
enzimas, sao necessarios estudos que busquem microrganismos capazes de produzi-
las, e o estudo com fungos filamentosos endofiticos pode possibilitar o conhecimento

acerca de novas moléculas e de novas espécies produtoras de enzimas.

2. Enzimas de interesse industrial

Enzimas sado substéncias presentes nas células dos organismos vivos em
pequenas quantidades que sédo capazes de acelerar reagdes quimicas sem que elas
mesmas sejam alteradas apos a reacao (HAILE & AYELE, 2022). As enzimas séo
proteinas especializadas na catalise de reacdes biolégicas que aceleram a velocidade

de uma reagao e que sao aplicadas industrialmente (PRADO, 2019).



De acordo com Melo et al. (2018), enzimas sédo produtos biotecnolégicos mais
utilizados atualmente em diversos setores industriais, porém ainda apresentam
elevados custos de producao e purificagado. Para atender a demanda de mercado, &
necessario que as enzimas estejam disponiveis em quantidade economicamente
viavel.

A utilizagcado de enzimas em processos industriais consiste em uma alternativa
viavel para a substituicao de catalisadores quimicos, possibilitando o desenvolvimento
de processos de menor impacto ambiental (REGINATTO, 2016). A utilizagdo de
enzimas nas industrias permite o desenvolvimento de processos tecnoldgicos tao
eficientes quanto os realizados pela natureza e sem impactos ambientais (FRANCA
et al, 2020).

Globalmente, o mercado de enzimas tem mostrado um incremento gradual,
com destaque para a industria de alimentos (REGINATTO, 2016). Segundo descrito
por Gaete et al. (2020), a demanda do mercado por enzimas industriais esta
aumentando, sendo necessaria a busca de fontes de enzimas com diferentes
funcionalidades.

Assim, para o futuro e continuidade do desenvolvimento cientifico, s&o
necessarios investimentos para a prospecg¢ao de enzimas microbianas para constante
avangos na biotecnologia e desenvolvimento industrial sustentavel (DA SILVA, 2017).

As hidrolases englobam um grupo de enzimas que catalisam a quebra de
ligacbes covalentes em reagdo com agua; entre elas estdo as proteases, amilases,
lipases e pectinase, sendo enzimas muito importantes, com ampla utilizacdo na
industria em geral (SOUZA et al, 2014).

2.1 Amilase

As amilases estdo entre as enzimas mais importantes no mercado global
devido as suas potenciais aplicagcbes em uma série de processos industriais, como
alimentos, produtos farmacéuticos, cosméticos, téxteis e industrias de papel (SELVAN
et al., 2016, SAHNOUN et al., 2015).

Para Franca & Silva (2021), as amilases sdo enzimas classificadas entre as
mais importantes enzimas industriais, sendo de grande interesse na biotecnologia
atual. Embora elas possam ser derivadas de diversas fontes, as de origem microbiana
sdo geralmente as mais procuradas pelas industrias, devido a série de vantagens

apresentadas.



S&o capazes de degradar o amido e sao obtidas do malte ou produzidas por
diversos vegetais ou microrganismos, através de processos fermentativos (CUZZI et
al., 2011; FARIA SILVA et al., 2017).

2.2 Lipase

A lipase € outro exemplo de enzima de grande importancia biotecnoldgica,
podendo ser aplicada em diferentes setores (LISBOA, 2015). Sdo enzimas com alta
eficiéncia e seletividade, o que as tornam potencialmente uteis em diversos processos
biotecnolégicos e industriais. Nas ultimas décadas, a utilizagao de lipases microbianas
em substituicdo aos catalisadores quimicos convencionais tem sido fortemente
incentivada (FERRAZ et al., 2018).

As lipases pertencem a um grupo de enzimas com capacidade de atuarem
sobre substratos insoluveis em agua, e também em diferentes reagbes, como as
reagdes de hidrolise (KAMANSKI, 2017).

De acordo com De Jesus et al (2018), economicamente e industrialmente as
lipases sao mais utilizadas devido sua relativa facilidade de produgao e a abundancia
de microrganismos capazes de sintetiza-las.

As lipases sao onipresentes na natureza e sao produzidas por varias plantas,
animais e microrganismos. No entanto, para a produgéo de enzimas industriais, os
microrganismos sao a fonte mais preferida (SHARMA & KANWAR 2014).

2.3 Esterase

As esterases sédo enzimas da classe hidrolase responsaveis pelo metabolismo
de lipidios de membrana celular, e podem ser usadas como marcadores de processos
(LEMES et al., 2022; RAFEEQ et al., 2022).

De acordo com Rafeeq et al. (2022), varias técnicas sdo empregadas para
rastrear e identificar esterases, por meio de varios procedimentos de triagem e
identificacdo. As aplicagbes industriais das esterases contribuem significativamente
para as iniciativas ecoldgicas da natureza, bem como para as industrias alimenticia e
téxtil.

Os fungos filamentosos sdo considerados bons produtores, pois secretam
estas enzimas para o meio de cultura em niveis mais elevados que os secretados por
leveduras e bactérias (FRANCA et al., 2020).



2.4 Pectinase

Enzimas pectinoliticas, ou pectinases, atuam degradando as substancias
pécticas presentes na parede celular dos vegetais. Para a produgao de pectinases,
leveduras, bactérias e fungos filamentosos sao utilizados, porém, a maioria das
preparagdes comerciais destas enzimas ¢é obtida de fungos filamentosos
(REGINATTO, 2016).

De acordo com Reginatto (2016), as pectinases microbianas podem ser
utilizadas em uma variedade de processos industriais, sendo sua utilizacdo também
relacionada a outros setores industriais, como a industria téxtil.

A demanda mundial pela utilizagcdo de pectinase microbiana em diferentes
industrias tém aumentado. As principais fontes de pectinase s&o microrganismos,
principalmente bactérias, fungos e leveduras (HAILE & AYELE, 2022).

As pectinases sdo enzimas utilizadas principalmente para o segmento de
alimentos e bebidas, correspondem a aproximadamente 25% das enzimas utilizadas
na industria de alimentos, onde sua principal aplicacdo € no processamento de frutas
(Ll etal., 2012).

2.5 Protease

De acordo com Nascimento et al. (2021), as proteases s&o enzimas que atuam
na hidrélise de ligagdes peptidicas e indispensaveis na coagulagédo, digestdo de
alimentos e até mesmo o melhoramento de produtos industrializados, como em
detergentes, medicamentos e couro por exemplo. Por agir em muitas reagdes, as
proteases se tornam uma grande aliada das industrias de alimentos que utilizam essas
enzimas para otimizarem seus produtos, modificando seu sabor, cor, forma, textura
ou até mesmo a funcionalidade nutricional.

Sao0 enzimas bastante eficazes quando aplicadas em alimentos, suas
propriedades podem agir em varios aspectos do produto levando a inovagdes,
mudangas, melhoramentos e agregacao de valores (NASCIMENTO et al., 2021).

As fontes das proteases podem ser diversas, como plantas, animais e
microrganismos, confirmando também a importédncia das inumeras pesquisas
cientificas que comprovam as agdes biotecnoldgicas das proteases (NASCIMENTO
et al., 2021).



3. Fitopatégeno Macrophomina phaseolina

O fungo Macrophomina phaseolina é o fitopatdgeno responsavel por diversas
doengas que acometem a cultura da soja. Este microrganismo esta relacionado a
podridao cinzenta da haste ou podridao carvao que tem causado expressivas perdas
na cultura da soja, porém, também pode acometer diversas culturas, tais como,
algodao, milho, girassol e sorgo (ALMEIDA, 2014; LORENZETTI, 2018).

Este organismo € caracterizado pela produgdo de microesclerédios de
coloragao escura, devido a producdo de melanina, que € encontrado principalmente
na regiao radicular da planta hospedeira, o que confere a este 6rgédo a coloragéo
escura. Esta estrutura Ihe permite sobreviver em condi¢gdes extra planta, como no solo,
sendo ela a principal fonte de in6culo deste patégeno (ISHIKAWA et al., 2017).

Em condig¢bes naturais, o fungo Macrophomina phaseolina ocorre mantendo o
equilibrio entre microrganismos e o ciclo de nutrientes, sem causar danos
significativos. Porém, em ambiente favoravel de altas temperaturas, de 28 a 35°C, e
baixa umidade do solo, se transforma em patégeno com grande potencial de dano,
ocorrendo a diminuicdo da produtividade, podendo causar expressivas perdas na
econdmicas (DILKIN et al., 2020; BIZARI 2018; ALMEIDA et al., 2014).

De acordo Dilkin et al., 2020, os agrotoxicos aplicados nas lavouras com
objetivo de aumentar a produtividade, embora atuem na protegao contra patégenos,
podem também causar contaminagdo no ambiente, afetando outros organismos.

A grande diversidade de fungicidas, facilidade de uso e de aquisi¢éo, aliado ao
uso frequente, permite que determinados organismos apresentem resisténcia aos
produtos, além de outros impactos negativos, o que demonstra a importancia do

controle biologico do fungo Macrophomina phaseolina (Dilkin et al., 2020).

4. A Soja

O termo commodity refere-se a produtos que sdo ofertados sem diferengas
significativas e comercializados igualmente em diferentes continentes. Assim como
outros produtos do pais, a soja € uma commodity agricola. Atualmente, o Brasil é o
maior produtor e exportador de soja do mundo. De acordo com dados da Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB), em 2021 foi colhida a safra recorde de soja no
Brasil com producéo de 135,9 milhdes de toneladas (CORREA, 2022).

A producgao de soja em Mato Grosso do Sul atingiu a marca historica de 15 milhdes
toneladas do gréo na safra 2022/2023 (SIGA/MS, 2023).
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OBJETIVOS

Geral
Realizar a prospecgédo de fungos endofiticos isolados da planta Azadirachta
indica com potencial de produc¢ado de enzimas hidroliticas e controle do fitopatégeno

Macrophomina phaseolina.

Especificos
e |dentificar os isolados endofiticos isolados da planta de Azadirachta indica, por
meio da amplificacdo da regido ITS pelo método de PCR,;
e Avaliar a producéo in vitro das enzimas amilase, lipase, esterase, pectinase e
protease, pelos isolados endofiticos de Azadirachta indica;
e Avaliar potencial de inibicdo dos enddfitos, contra o fitopatdégeno

Macrophomina phaseolina.
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ABSTRACT

Endophytic fungi host plant tissues, where they live without causing apparent harm.
They are able of producing useful bioactives for agriculture and applications in the
pharmaceutical, food and environmental industries. These endophytes arouse interest
in the production of hydrolytic enzymes and in the control of phytopathogens, replacing
chemical substances, aiming at processes with less environmental impact.
Azadirachta indica, known as neem, is a plant that harbors endophytic fungi. The
fungus Macrophomina phaseolina is a phytopathogen that causes pathologies in
soybean production, leading to significant economic losses. Thus, the objective of this
study was to identify endophytic fungi isolated from Azadirachta indica, evaluate the in
vitro production of amylase, lipase, esterase, pectinase and protease enzymes, as well
as to evaluate the inhibition potential against the phytopathogen Macrophomina
phaseolina. Of the tested isolates, the endophytic AI30B, identified as the genus
Alternaria sp., showed positive results in the production of protease, esterase and
lipase enzymes, and the endophytic AI25B, of the genus Phyllosticta sp.,
demonstrated ability to produce pectinase, in addition, both were positive in the
antagonistic test against the phytopathogen Macrophomina phaseolina, with results of
greater relevance in this study. The amylase enzyme was produced only by the

endophytic isolate AI35B, in which it was impossible to identify, a fact that also
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occurred for other isolated fungi. The endophytic Al6, of the genus Phyllosticta sp.,
produced the pectinase enzyme, however, without antagonistic activity. The isolates
AI37A, AI19B and AI27A, not identified, were positive in the production of the esterase
enzyme, and for protease, the genera with positive results were AI9A (Colletotrichum
sp.), AI15A (Colletotrichum sp.), Al17B (Preussia sp.) and Al32, identified at class level
as Sordariomycetes sp., in addition to the unidentified AI37A, Al12A, AI35B, AlI11A
and Al24B. The isolates AI28A (Colletotrichum sp.), AI18A (Trichoderma sp.), AI16B
(Diaporthe sp.) and Al14B (Colletotrichum sp.), showed negative results in the
production of hydrolytic enzymes. The unidentified isolates AI27A, Al12A, AI11A, 2A
and 3A also showed antagonism against the phytopathogen Macrophomina

phaseolina.

Keywords: detection of microbial enzymes, endophytic fungi, amylase, lipase,
esterase, pectinase, protease and antagonism.
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1. Introducgao

Microrganismos endofiticos, podem ser, na maioria das vezes, fungos e
bactérias que vivem no interior das plantas sem Ihes causar prejuizos. Eles colonizam
o interior de 6rgaos e tecidos vegetais sem causar sintomas visiveis, estabelecendo
uma intima associagao mutualistica, tornando as plantas mais resistentes a ambientes
com estresse e recebendo nutrientes e protecdo (FELBER & PAMPHILE, 2013).

O termo endofito descrito originalmente por De Bary em 1866, refere-se a
qualquer microrganismo que vive nos tecidos de plantas, distinguindo-se dos epifiticos
que vivem na superficie (ESPOSITO & AZEVEDO, 2010).

Os enddfitos vém despertando interesse da comunidade cientifica, devido as
suas aplicagdes biotecnolégicas em diversas areas, inclusive no controle de
fitopatdégenos, por diferentes mecanismos, sendo eles, a antibiose de metabdlitos, a
competicdo por subsisténcia e por micoparasitismo (STROBEL; DAISY, 2003;
GONCALVES et al., 2017; ADELEKE et al., 2022).

Estudos indicam a grande capacidade destes organismos na produgdo de
enzimas extracelulares hidroliticas de interesse industrial como, amilases, lipases e
celulases (CUZZI et al., 2011, BERNARDI-WENZEL, 2013), e na industria
farmacéutica podem atuar na producdo de metabdlitos secundarios que inibem o
desenvolvimento de patdgenos, demonstrando assim atividade bactericida, fungicida
e leishmanicida (WEBER et al., 2006; PILEGGI et al., 2002, ORLANDELLI et al., 2012;
ALMEIDA et al., 2018; HAWAR, 2022) e também produzir substancias com atividades
antitumorais (NETO et al., 2002; RAI et al., 2021).

O Neem, Azadirachta indica (A. Juss) € uma planta utilizada na industria
farmacéutica experimental, amplamente aplicada como medicamento popular para
diversos fins terapéuticos, bem como, uma fonte de agroquimicos por muitos séculos
na agricultura (KHARWAR et al., 2020).

A espécie medicinal é uma planta que vem se tornando importante na terapia
herbal alternativa, principalmente na agroindustria, sendo, portanto, rica fonte de
metabdlitos especiais que pode vir a produzir fitofarmacos e ainda, novos agentes
agroquimicos biocompativeis, como bioformulagbes a partir do 6leo das sementes
desta planta, objetivando novas formulagdes biotecnolégicas (EMERENCIANO,
2013).
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Neste contexto, desperta um interesse significativo em fungdo das suas
propriedades fagorrepelente e inseticidas ja comprovadas (EMERENCIANO, 2013),
além de hospedar diferentes tipos de microrganismos endofiticos (RAJAGOPAL et al.,
2011).

Além disso, a prospecgao de microrganismos com potencial para uso no
biocontrole de doengas de culturas agricolas de interesse econdmico tem se tornado
um dos principais alvos da pesquisa biotecnolégica, por meio do uso de
microrganismos como agentes naturais, com objetivo de quebra de resisténcia dos
fitopatdbgenos as moléculas utilizadas (DE OLIVEIRA, 2017).

O fungo Macrophomina phaseolina € um fitopatégeno causador de diferentes
patologias que acometem, além de outras culturas, a produgao da soja, levando a
podriddo cinzenta da haste ou podriddo carvao, as quais remetem a perdas
econdmicas significativas (ALMEIDA, 2014; LORENZETTI, 2018). Por ser
considerado um fitopatégeno responsavel por causar grandes perdas na produgao,
e considerando que, até o presente momento, nenhum cultivar foi identificado com
resisténcia a esse fungo (BIZARI 2018), é relevante avaliar a possibilidade da agéo
enzimatica sobre esse microrganismo.

Desta forma o presente trabalho tem como objetivo a bioprospecgéo de fungos
endofiticos isolados da planta Azadirachta indica com o potencial de produgao de

enzimas hidroliticas e controle do microrganismo Macrophomina phaseolina.
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2. Materiais e métodos
2.1 Isolamento

2.1.1 Obtencéao dos fungos

Os fungos endofiticos previamente isolados da folha de Azadirachta indica,
pertencente a Fazenda Escola UCDB - Universidade Catolica Dom Bosco, localizagao
20°23’49.6”S 54°36’'57.7"W, fazem parte da micoteca do Laboratorio de Entomologia
Agricola (E116/B09) do Programa de Pés-Graduagéo Stricto Sensu em Biotecnologia,
Universidade Catdélica Dom Bosco — UCDB, Campo Grande — MS, Brasil. Estes
organismos estavam estocados em agua destilada estéril e foram ativados em meio
Batata Dextrose Agar (BDA).

2.1.2 Identificagdo molecular dos isolados endofiticos

Os fungos foram crescidos em meio BDA por sete (7) dias em membrana de
didlise, em placas de Petri, e posteriormente macerados em nitrogénio liquido. O
material resultante foi submetido a extragdo de DNA total utilizando kit PowerSoil®
DNA Isolation Kit — QIAGEN.

Foi realizada a amplificagdo do DNA ribossomal, regido ITS1-5,8S-ITS2, de
acordo com (Almeida et al. 2015). Os amplicons resultantes foram purificados com o
reagente ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup (Applied Biosystems) e o
sequenciamento das amostras foi realizado na empresa ACTGene Analises
Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o
sequenciador automatico AB 3500 Genetic Analyzer.

Para a determinagao da distancia genética dos isolados, as sequéncias obtidas
pelo sequenciamento foram comparadas com as sequéncias disponiveis no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) usando o BLASTn para procurar as sequéncias mais
proximas.

A arvore filogenética foi elaborada por meio do software MEGA 11 (Tamura et
al., 2021). As sequéncias obtidas, por meio do sequenciamento foram alinhadas por
ClustalW (Thompson et al., 1994), com a filogenia efetuada pelo método neighbor-

joining (Saitou & Nei, 1987) e com o teste bootstrap de 10.000 repeti¢des.
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2.2 Avaliacao da producao enzimatica por endofitos isolados de Azadirachta indica

A atividade enzimatica dos microrganismos foi avaliada qualitativa e semi-
quantitativamente, de acordo com Silva et al. (2016), com modificagdes.

Os isolados fungicos foram crescidos em meio BDA, e entdo semeados em
placas de Petri com os meios de cultura especificos para cada enzima, e incubados a
28°C por 2 a 7 dias.

2.2.1 Atividade amilolitica

Os isolados foram crescidos em placas com em meio minimo M9, substituindo
a glicose por 1% de amido soluvel (p/v) e contendo 0,5% de extrato de levedura, na
proporcao de 10 g de amido soluvel, 5 g de extrato de levedura, 12,8 g de
Naz2HPO4:7H20, 3 g de KH2PO4, 0,5g de NaCl, 1 g de NH4Cl, 5g de MgSOa4-7H20,
0,01g de CaCl2-2H20, 15 g de Agar e 1000 ml de H20 destilada.

Apds o crescimento microbiano, foram adicionados 10 ml de solugao de iodo e
lavados quase imediatamente com agua.

A presenca de um halo incolor em torno da colbnia indicou a produgédo de
amilase (Hankin e Anagnostakis, 1975). Para o controle foi utilizado a enzima a-
Amilase (SIGMA — cddigo A3176-500KU).

2.2.2 Atividade lipolitica

O meio para detecgao de lipase foi o proposto por Sierra, 1957, acrescido de
Tween 20, na proporgao de 10 g de Peptona, 5 g de Extrato de levedura, 5 g de NaCl,
0,1 g de CaCl-2H20, 15 g de Agar, 10 ml de Tween 20 e 990 ml de H20 destilada.
Apds a esterilizagcdo do meio de cultura foi adicionado 1% (p/v) de Tween 20,
previamente esterilizado. A presenca de halos formados por cristais indicou a

secrecao de lipase pelos isolados.

2.2.3 Atividade esterasica

Para observacgao da produgao de esterase foi utilizada a mesma metodologia

da lipase, substituindo o Tween 20 pelo Tween 80.
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Foi utilizada proporcéo de 10 g de Peptona, 5 de de Extrato de levedura, 5 g de
NaCl, 0,1 g de CaCl2:2H20, 15 g de Agar, 10 ml de Tween 80 e 990 ml de H20
destilada. A producgao de esterase foi indicada pela presenca de halos claros ao redor
dos isolados (Sierra, 1957).

2.2.4 Atividade pectinolitica

Os microrganismos foram crescidos em meio minimo M9, substituindo glicose
por 1% de pectina (p/v), contendo 0,5% de extrato de levedura, na propor¢ao de 10 g
de Pectina citrica, 5 g de Extrato de Levedura, 12,8 g de Na2HPO4-7H20, 3 g de
KH2PO4,0,5 g de NaC, 1 g de NH4Cl, 5 g de MgS04-7H20, 0,01g de CaClz2-2H20, 15
de Agar e 1000 ml de H20 destilada.

Apds o crescimento microbiano, foram adicionados 10 ml de lugol e
imediatamente realizada uma lavagem com agua. A presenga de um halo incolor em

torno da colénia indicou a producao de pectinase (Sierra, 1957).

2.2.5 Atividade proteolitica

Para avaliacdo da atividade proteolitica foi utilizado o meio de deteccédo de
protease, na proporcao de 5 g de Triptona, 2,5 g de Extrato de levedura, 2,5 g de
NaCl, 1 g de Glicose, 15 g de Agar, 900 ml de H20 destilada e 100 ml de Leite
desnatado. Apos a esterilizagdo, para cada 900 ml de meio foi adicionado 100 ml de
leite desnatado. A atividade proteolitica foi indicada pela visualizacdo da formacao de

halo transparente ao redor do isolado (Sierra, 1957).

2.3 indice enzimatico e analise estatistica

A atividade enzimatica dos fungos endofiticos foi avaliada qualitativamente,
para isso, todos foram testadas nos meios de culturas especificos, e somente os que
deram resultados positivos foram analisadas semi-quantitativamente, pela medi¢céo do
diametro do halo e da colénia com régua milimetrada, sendo determinado o indice

Enzimatico (IE), conforme a férmula abaixo:

diametro do halo
IE

diametro da colonia
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Os maiores valores de |IE indicam maior produtividade enzimatica. Todos os
testes foram realizados em triplicata. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia, utilizando o software R. As médias foram comparadas pelo teste de Scott-

knott, a 5% de significancia.

2.4 Atividade antagonistica in vitro dos endodfitos isolados contra o fitopatdégeno

Macrophomina phaseolina

Os fungos endofiticos isolados dos tecidos foliares foram testados para
atividade antagonistica contra os fungos fitopatogénicos Macrophomina phaseolina,
por meio da técnica de cultura pareada (Campanile et al. 2007) modificada.

Discos de 6 mm de coldnias crescidas por 7 dias dos isolados endofiticos e
fitopatdgeno, foram inoculados em polos opostos de placas de Petri contendo meio
de cultura BDA, a 4 cm de distancia. Os testes foram realizados em triplicata, bem
como, o controle negativo, com o fitopatégeno em um (C1) ou ambos os polos das
placas (C2). As placas foram incubadas em B.O.D a 28°C por 7 dias.

O indice de antagonismo (lA) de cada endofito foi calculado de acordo com
Campanile et al. (2007). As interagbes competitivas entre enddfitos e patégenos foram
analisadas segundo a escala de Badalyan (Badalyan et al. 2002). O teste de
antagonismo in vitro foi avaliado estatisticamente por meio de analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05), com auxilio do

programa R (R Core Team 2014).
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3. Resultados

3.1 Isolamento dos fungos endofiticos

Foram utilizados 22 fungos endofiticos previamente isolados da planta
Azadirachta indica, selecionados conforme a disponibilidade das amostras do estoque
da micoteca do Laboratério de Entomologia Agricola (E116/B09), bem como, em

observagao a capacidade operacional do laboratério.

3.2 Identificagcao molecular

O sequenciamento da regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA e por meio da analise
de BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) do banco de dados GenBank permitiu
identificar sete géneros fungicos (Colletotrichum, Diaporthe, Phyllosticta, Alternaria,
Trichoderma, Phomopsis e Preussia) e uma classe (Sordariomycetes).

A analise filogenética confirmou a identificagcdo molecular dos 12 isolados em
nivel de género, sendo dentre eles 5 do género Colletotrichum (Al14B, Al15A, Al15B,
AI9A e o AlI28A), 1 do género Diaporthe (Al16B), 2 do género Phyllosticta (Al6 e
AI25B), 1 do género Alternaria (AI30B), 1 do género Trichoderma (Al18A), 1 do género
Phomopsis (AlI23A) e 1 do género Preussia (Al17B), enquanto o nivel de classe foi
confirmado para o isolado Sordariomycetes (Al32) (Tabela 1 e Figura 1). Os dados de

sequéncia deste estudo foram submetidos ao GenBank.

3.3 Atividade enzimatica

Dos vinte e dois (22) isolados endofiticos testados, apenas o isolado AI35B
(N.1) foi positivo para a enzima amilase, obtendo IE de 1.14. Ja para a lipase, apenas
o isolado AI30B Alternaria sp. foi positivo, obtendo um IE de 1.23. Para esterase, os
isolados AI30B Alternaria sp., AI37A (N.1), AI19B (N.I) e Al27A (N.I) apresentaram
resultados positivos, obtendo um IE estatisticamente similares, de 1,23, 1.17, 1.31 e
1.37, respectivamente. Ja os isolados AlI25B e Al6, ambos do género Phyllosticta,
apresentaram resultados positivos estatisticamente semelhantes para pectinase, com

IE de 2.7 e 2.71, respectivamente.
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Para producdo de protease, os isolados endofiticos que apresentaram
resultados positivos foram o AI37A (N.1), AI9A (Colletotrichum sp.), AI12A (N.1), AI15A
(Colletotrichum sp.), AI35B (N.I), AI11A (N.I), Al24B (N.I), Al17B (Preussia sp.), AI30B
(Alternaria sp.) e Al32 (Sordariomycetes), com |E variando entre 1.13 e 2.6, divididos
em quatro (4) grupos estatisticos, conforme observado na Tabela 2.

Os isolados AI28A (Colletotrichum sp.), AI18A (Trichoderma sp.), Al16B
(Diaporthe sp.) e Al14B (Colletotrichum sp.), apresentaram resultados negativos para

producao de todas as enzimas hidroliticas testadas.

3.4 indice de Antagonismo

Na verificagdo do IA contra o fitopatdgeno Macrophomina phaseolina, foram
avaliados os vinte e dois (22) fungos endofiticos isolados de Azadirachta indica
usando a técnica de Cultura Pareada.

Os isolados Al12A (N.1), AI27A (N.1), AI30B (Alternaria sp.), Al25B (Phyllosticta
capitalensis), AI1T1A (N.1), AI2A (N.1) e AI3A (N.I), apresentaram resultados positivos
contra o fitopatégeno Macrophomina phaseolina.

Por meio da analise de variancia (ANOVA) do indice de Antagonismo (IA),
foram verificadas diferengas estatisticamente significativas entre as linhagens
endofiticas testadas contra o fitopatégeno. Os |A obtidos variaram entre 5.6 e 52%,
sendo que quinze (15) isolados n&do apresentaram inibicdo do fitopatogeno. Assim
foram gerados sete (7) grupos estatisticos distintos, como observado na Tabela 3.

De acordo com a escala de Badalyan (2002), as interagdes competitivas entre
enddfitos, tanto os isolados de Azadirachta indica, frente ao fitopatdégeno
Macrophomina phaseolina foram dos tipos: A = inibicdo por contato micelial,
observados nos isolados AlI2A, Al11, AI3A AI30B (Alternaria sp) e AI27A (N.1), B =
inibicdo a distancia, observado no isolado AI25B (Phyllosticta sp.) e CA1 =
sobreposi¢cao parcial do antagonista apos inibicdo por contato micelial, visivel no
isolado Al12A (N.1) (Figura 2 e Tabela 3).
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4. Discussao

No presente estudo podemos notar que a planta Azadirachta indica, conhecida
como neem, possui em sua comunidade endofitica cultivavel, fungos de diferentes
géneros, 0s quais possuem atividade na produgao in vitro de enzimas, como amilase,
lipase, esterase, pectinase e protease, bem como, a atividade antagbnica desses
enddofitos contra o fitopatbgeno Macrophomina phaseolina.

Estudos tém demonstrado que os fungos endofiticos deste hospedeiro
produzem varios compostos bioativos potenciais, que precisam ser caracterizados
(VERMA et al., 2011; RICCI et al., 2022). Esta planta hospeda diferentes tipos de
fungos endofiticos, conforme relatado por Chutulo & Chalannavar (2018), onde as

fungdes bioldgicas dos seus compostos bioativos foi discutida, tendo em vista suas
futuras perspectivas industriais.

Desta forma, pode-se notar no presente estudo a possibilidade da obtencgao de
fungos endofiticos isolados de Azadirachta indica, dos géneros identificados
Colletotrichum sp., Diaporthe sp., Phyllosticta sp., Alternaria sp., Trichoderma sp.,
Phomopsis sp. e do género Preussia sp., como também, a nivel da classe
Sordariomycetes.

Neste sentido, Verma et al.,, 2011, obteve isolados a partir de folhas de
Azadirachta indica, as espécies de fungos dos géneros Colletotrichum sp,
Trichoderma sp. e Alternaria sp., resultados que corroboram com o estudo conduzido
por Kumaresan et al. (2015) e Taware et al. (2017), no qual foram isolados enddfitos
dos géneros Trichoderma, Colletotrichum, e Alternaria, entre outros, também das
folhas de Azadirachta indica (A. Juss.), demonstrando que tais géneros sdo comuns
desta planta hospedeira.

Outros géneros obtidos no presente estudo, também ja foram descritos, sendo
relatado por Wu et al. (2008), o isolamento do enddfito dos géneros Phomopsis, e
Phyllosticta, sendo este ultimo também relatado por Tejesvi et al. (2006), a partir da
casca interna de Azadirachta indica.

E crescente a demanda por pesquisas no isolamento e identificacdo de
microrganismos de interesse biotecnolégico, em especial atengdo as enzimas

microbianas, devido a eficiéncia em aplica¢des industriais (Franga et al., 2020).
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Com isto, no presente estudo, apdés a selecdo dos fungos isolados e
identificagdo dos fungos endofiticos, foram obtidos resultados favoraveis quanto a
eficiéncia na producao das enzimas hidroliticas amilase, lipase, esterase, pectinase e
protease.

Dos fungos analisados, apenas quatro (4) apresentaram resultados negativos
para producdo das enzimas hidroliticas testadas, enquanto os isolados Alternaria e
Phyllosticta, obtiveram resultados promissores, tanto para a producdo enzimatica,
como também, no teste de antagonismo.

No presente estudo, os géneros Preussia sp. e Colletotrichum sp., bem como,
a classe Sordariomycetes sp., também apresentaram resultados positivos na
produgao enzimatica.

Em concordancia a estes resultados, o endofito do género Alternaria sp., foi
dominante na producdo de enzimas, no estudo realizado por Taware et al. (2017),
onde também foi observada a producao de enzimas pelo enddfito Colletotrichum sp.

Em divergéncia a estes resultados, no estudo de Wenzel et al. (2013), foram
observados resultados negativos para producdo de lipase e protease, a partir do
enddfito Alternaria sp. A produgao da enzima lipase por endofitos do género Alternaria
sp., foi estudada por Iftikhar et. al (2015), apresentando resultados favoraveis.

Ja no estudo de Alves et al. (2020), foi analisada a capacidade de produgao da
enzima lipase por fungos endofiticos dos géneros Alternaria sp. e Diaporthe sp., as
quais também estavam em processo de depdsito na Micoteca URM (University Recife
Mycology) da Universidade Federal de Pernambuco, obtendo resultados negativos.

No presente estudo, o género Diaporthe sp., apresentou resultados negativos,
tanto para produgao enzimatica, como também, no teste de antagonismo.

No trabalho realizado por Reyes RDC et al. (2021), fungos endofiticos dos
géneros Colletotrichum sp e Phyllosticta sp., apresentaram capacidade de produgéo
enzimatica, sendo também observado que de algumas espécies estudadas, nao foi
possivel a identificagcdo, e que as mesmas também produziram enzimas, resultados
também similares com o presente estudo.

As diferencas observadas nesta pesquisa, em relagdo a estudos anteriores,
podem ser indicativos de possiveis limitacdo da técnica. Tal afirmacao foi observada
nos estudos que também apresentaram divergéncias em relagcao a outras literaturas.
De acordo com Alves et al. (2020), o resultado negativo para a formagao de halo de

degradagao pode ser justificado pela limitagdo da técnica utilizada.
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Desta forma, ndo é possivel afirmar que os isolados avaliados nao sejam
produtores de enzimas.

Ha tempos os microrganismos vém sendo uma promissora fonte de recursos
biotecnoldgicos, com o intuito de se descobrir fungos com potenciais aplicagdes na
agricultura (SANTOS et al., 2021).

De acordo com Imbeloni et al. (2015), o controle biologico tem sido indicado
como alternativa desejada no manejo de pragas. A opgao ao seu uso, quando
disponivel, altera diretamente a utilizacdo e consumo de produtos quimicos
sintéticos, conhecidos como agrotoxicos ou agroquimicos. Nesse contexto, inumeras
espécies de fungos tém sido estudadas como agentes de biocontrole de doengas
em diversas culturas agricolas.

Os fungos fitopatogénicos, assim como os endéfitos, habitam no interior dos
tecidos vegetais, no entanto, diante de estresses bidticos e abidticos, tornam-se
patdgenos e causam doengas nas plantas por meio de disturbios em seu metabolismo
celular (BOMFIM et al., 2013), como ocorre no caso dos géneros fungicos Alternaria
e Phyllosticta isolados no presente estudo, uma vez que sao considerados fungos
patogénicos (Walker et al. 2013), por serem bastante conhecidos como produtores de
micotoxinas de grande periculosidade, principalmente em alimentos (DANELLI et al.,
2012; MAGNANI et al., 2005).

Embora fungos do género Phyllosticta sejam conhecidos pelo seu potencial
fitopatogénico, algumas espécies produzem metabdlitos biotativos os quais possuem
outras atribuicbes Kirk et al. (2008), sendo considerado taxonomicamente confuso
(WIKEE et al., 2011).

Ja no trabalho realizado por Imbeloni et al. (2015), foram utilizados isolados
de Alternaria sp., observando resultados promissores contra fungos fitopatogénicos.

Estes resultados corroboram com o presente estudo, onde os géneros fungicos
isolados Alternaria sp. e Phyllosticta sp., demonstraram capacidade antagbnica contra
o fungo patogénico Macrophomina phaseolina, podendo entdo serem considerados

como promissores agentes de biocontrole.
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5. Conclusao

No presente estudo, podemos observar como principais resultados a efetiva
capacidade da planta Azadirachta indica (A. Juss), conhecida como neem, em abrigar
fungos endofiticos, demonstrando a possibilidade da utilizagao de diferentes géneros
e classe de microrganismos isolados desta planta, considerados promissores na
producao in vitro das enzimas amilase, lipase, esterase, pectinase e protease, bem
como, a atividade antagbnica desses enddfitos contra o fitopatdgeno Macrophomina
phaseolina.

Desta forma, fica confirmado o potencial biotecnolégico dos fungos endofiticos
avaliados, com énfase aos géneros Alternaria sp., na produgao das enzimas protease,
esterase e lipase, e Phyllosticta sp., na produg¢do da enzimas pectinase, como
também, ambos demonstraram o potencial de inibicdo contra o fitopatégeno
Macrophomina phaseolina.

Diante dos resultados, fica evidenciada a relevancia em prosseguimento nas
pesquisas relacionadas a prospecgdo de microrganismos oriundos de tecidos
vegetais, com comprovada importancia biotecnolégica, capazes de contribuir para
novos processos industriais e agricolas, no que se refere a operagdes eficientes que

promovam impacto ambiental positivo e diminuicdo de perdas econdmicas.
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Figura 1. Arvore filogenética construida com sequéncias de fungos endofiticos isolados de Azadirachta
indica e sequéncias do GenBank (indicadas pelo cédigo do banco de dados), usando o método de
jungdo de vizinhos usando p-distance para nucleotideos, com a opgéo de delecdo de gap pairwise. Os
numeros acima e abaixo de cada né indicam a frequéncia (em porcentagem) de cada ramificagdo em
analises bootstrap de 10.000 réplicas.



36

Figura 2. Teste antagdnico de fungos isolados de Azadirachta indica contra o fungo fitopatogénico
Macrophomina phaseolina. A) Isolado AI27A; B) Isolado AI30B (Alternaria sp); C) Isolado Al25B
(Phyllosticta sp.); D) Isolado Al12A,; E) Isolado Al11A; F) Isolado Al2A; G) Isolado AI3A.
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Tabela 1. Enddfitos isolados e identificados de Azadirachta indica e o percentual de
identidade encontrados no site do NCBI (National Center for Biotechnology
Information).

elLsdoc:?ictiizo Linhagem E:LsBr:rl‘icionada no % Identidade Codigo Genbank
Al14B Colletotrichum karstii 99.82% KC244166
AlI15A Colletotrichum scovillei 99.64% ON961750
Al15B Colletotrichum boninense 99.64% KM520013
Al16B Diaporthe phaseolorum 97.58% MT984339
Al32 Sordariomycetes sp. 97.59% JX174135
AlI9A Colletotrichum boninense 97.27% KP900268.1
Al6 Phyillosticta fallopiae 98.29% MT043804.1
AI30B Alternaria sp. 99.62% KP211537.1
Al18A Trichoderma harzianum 99.48% MK738146.1
AI23A Phomopsis sp. 99.45% GU066693.1
Al25B Phyllosticta capitalensis 97.65% MT085755.1
AI28A Colletotrichum gloeosporioides 99.43% MN873010.1

Al17B Preussia isomera 99% KX710221.1




38

Tabela 2. Identificacdo e atividade enzimatica de fungos endofiticos isolados de
Azadirachta indica.

indice enzimatico (IE)*
Isolado endofitico
Protease Esterase Pectinase Amilase Lipase
AI27A (N.1) - 1.232+ 0,06 - - -
Al17B (Preussia isbmera) 2.62+0 - - - -

AlI30B (Alternaria sp.) 1.79°¢0,21 1.17°2+0,18

1.23+0,03

AI28A (Colletotrichum
gloeosporioides)

AI19B (N.1) ; 1.31220,22
AI358B (N.) 2.53%+0,11 - - 1.14+0,02 -

Al15A (Colletotrichum scovillei) 1.339+0,08 - - - -

AI9A (Colletotrichum

boninense) 1.85°+0,14 . i ] ]

AI37A (N.I) 1.94°¢0,4 1.37°+£0,24

AI25B (Phyllosticta ) ) 2 7840 17 i i
capitalensis) L
Al12A (N.1) 1.17°+0 - - - -

AI18A (Trichoderma
harzianum)

Al6 (Phyllosticta fallopiae) - - 2.712+0,36 - -

AIMTIA (N.I) 1.1390,02 - - - -

Al16B (Diaporthe
phaseolorum)

Al32 (Sordariomycetes sp.) 2°+0,2 - - - -
Al24B (N.I) 2.31°+1,01 - - - -
Al14B (Colletotrichum karstii) - - - - -

Al15B (Colletotrichum
boninense)

AI23A (Phomopsis sp.) - - - - -
2A - - - - -
3A - - - - -

*Médias das triplicatas. Os valores |IE seguidos da mesma letra nas colunas nao foram distinguidos
pelo teste de Scott-knott (p < 0,05). £ Desvio padrao.
**(N.I): Nao Identificado.
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Tabela 3. Atividade antagonistica in vitro dos endofitos isolados, com atividade, contra
o fitopatdégeno Macrophomina phaseolina.

Isolado endofitico indice de antagonismo (%) Tipo de interagao

AI2A (N.1) 52%2 A

Al12A (N.1) 40%® CA1
Al11 (N.1) 33%¢ A
AI3A (N.1) 27.3%4 A
AI30B (Alternaria sp) 22%¢ A
AI25B (Phyllosticta sp.) 20%:¢ B
AI27A (N.1) 5.6%f A

* Diferentes letras em cima das colunas indicam que, os valores séo diferentes pelo teste de Scoft-Knott
(p<0,05).
**(N.I): Isolado n&o identificado.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A biotecnologia endofitica pode ser empregada para a producgédo eficiente de
produtos vegetais de consideravel importancia agricola, industrial e econémica. A
planta Azadirachta indica demonstra resultados significativos, de grande relevancia,
sendo fundamental avangos nas pesquisas com fungos endofiticos para utilizagdo em
aplicagbées biotecnoldgicas. Novos estudos em tecidos vegetais podem ser
determinantes para auxiliar na potencializacdo das descobertas de compostos

bioativos e atividades bioldgicas de enddfitos para tragar perspectivas futuras.
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