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RESUMO

Cochlospermumregium ¢ uma planta medicinal nativa do Cerrado havendo poucos estudos quimicos,
agronOmicos e biotecnoldgicos sobre esta espécie, a fim de se conhecer o potencial desta planta foram
isolados cinquenta e trés fungos endofiticos da folha e do caule. A identificagdo dos fungos endofiticos
foi realizada utilizando-se a caracterizagdo molecular com sequenciamento da regido ITS. Foram
identificados os fungos endofiticosCoriolopsis  rigida (Cr-1), Diaporthe inconspicua
(Cr-10),Phomopsis sp. (Cr-32), Nigrosporaoryzae(Cr-41), Diaporthepseudoinconspicua (Cr-44) e
Asordariaconoidea(Cr-8). Todos os endofitos apresentaram atividade antagonista contra no minimo
um fitopatdgeno de interesse agronomico (Fusarium oxysporum, Curvularialunata e Bipolarisoryzae).
No teste de alelopatia para compostos volateis, utilizando sementes de alface, o fungo Cr-32 inibiu
100% da germinag@o das sementes no tempo 3. Ja analisando o desenvolvimento das plantulas alguns
fungos apresentaram inibigdo, Cr-16 com 40,80% de inibicdo no tempo 3, enquanto outros fungos
estimularam o seu desenvolvimento, Cr-44 com 106,66% de estimulo no tempo 0. Apos cultivo dos
endofitos em meio PDB e obtengao dos extratos brutosAcOEt, foi confirmado a presenca das classes
flavonas, flavonoéis, xantonas, esteroides e triterpenoides para todos os extratos, além de confirmar a
atividade antioxidante frente ao DPPH também para todos os extratos.

Palavras-chave: Fungos Endossimbiontes. Atividade Antagonista. AtividadeAlelopatica.
AtividadeAntioxidante.
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Cochlospermum regium is a medicinal plant native to the Cerrado and there are few chemical,
agronomic and biotechnological studies on this species, in order to know the potential of this plant
were isolated fifty-three endophytic fungi from the leaf and stem. The identification of endophytic
fungi was performed using molecular characterization with sequencing of the ITS region. The
endophytic fungi Coriolopsisrigida(Cr-1), Diaportheinconspicua (Cr-10), Phomopsis sp. (Cr-32),
Nigrospora oryzae (Cr-41), Diaporthepseudoinconspicua (Cr-44) e Asordariaconoidea(Cr-8) were
identified. All endophytes isolated showed antagonist activity against at least one phytopathogen of
agronomic interest (Fusarium oxysporum, Curvularialunata and Bipolaris oryzae). In the allelopathy
test for volatile compounds, using lettuce seeds, the fungus Cr-32 inhibited 100% of seed germination
in time 3. On the other hand, analyzing the seedling development, some fungi showed inhibition,
Cr-16 with 40.80% inhibition at time 3, while other fungi stimulated its development, Cr-44 with
106.66% of stimulation at time 0. After cultivation of the endophytes in PDB medium and obtaining
the crude EtOAc extracts, the presence of flavones, flavonols, xanthones, steroids and triterpenoids for
all extracts was confirmed, in addition to confirming the antioxidant activity against DPPH also for all
extracts.

Keywords: Endosymbiont fungi. Antagonist activity. Allelopathyactivity. Antioxidantactivity.

RESUMEN

Cochlospermumregium es una planta medicinal originaria del Cerrado y existenpocosestudios
quimicos, agrondomicos y biotecnoldgicos sobre esta especie, para conocerel potencial de esta planta se
aislaroncincuenta y treshongos endofitos de hoja y tallo. La identificacion de hongos endoéfitos se
realiz6 mediante caracterizacion molecular consecuenciacion de laregion ITS. Los hongos endofitos
Coriolopsis rigida (Cr-1), Diaporthe inconspicua (Cr-10), Phomopsis sp. (Cr-32), Nigrosporaoryzae
(Cr-41), Diaporthepseudoinconspicua (Cr-44) y Asordariaconoidea (Cr-8). Todos los endofitos
mostraronactividad antagonista contra al menos un fitopatdgeno de interés agrondomico(Fusarium
oxysporum, Curvularialunata y Bipolarisoryzae). Enlaprueba de alelopatia para compuestosvolatiles,
utilizando semillas de lechuga, elhongo Cr-32 inhibidel 100% de lagerminacion de semillaseneltiempo
3. Analizandoeldesarrollo de plantulas, algunoshongospresentaroninhibiciéon, Cr-16 con 40,80% de
inhibicioneneltiempo 3, mientras que otroshongosestimularonsudesarrollo, Cr-44 con 106.66% de
estimulacioneneltiempo 0. Luego de cultivar los endofitos enmedio PDB y obtenerextractoscrudos de
EtOAc, se observdla presencia de flavonas, flavonoles, xantonas, esteroides y triterpenoides para todos
losextractos, ademas de confirmando laactividad antioxidante contra DPPH también para todos

losextractos.

Descriptores: Hongosendosimbiontes. Actividad antagonista. Actividadalelopatica. Actividad
antioxidante.

INTRODUCAO

Fungos endofiticos sdo microrganismos que colonizam o interior de orgdos e tecidos vegetais
como folhas, caules e raizes de varias plantas, sem causar prejuizos aos hospedeiros (Gupta et al.,

2020; Chaplaet al., 2014). Os fungos endofiticos sdo encontrados em todos os tipos de plantas, ou seja,
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arvores, gramineas, algas e plantas herbaceas (Rajamanikyamet al., 2017), com isso, sdo considerados
componentes importantes da biodiversidade. De acordo com Zimmerman e Vitousek (2012) existem
quase 300 mil espécies de plantas no mundo e cada planta hospeda um ou mais endoéfitos. Estima-se
que existam na natureza mais de um milhdo de fungos endofiticos (Rajamanikyamet al., 2017).

Os fungos endofiticos proporcionam beneficios a suas plantas hospedeiras, dentre os quais,
variam do crescimento vegetal ao controle de pragas, com capacidade de inibir fitopatdgenos podendo
assim, servir como Otimos agentes de controle bioldgico (Goudaet al., 2016, Gupta et al., 2020).
Organismos endofiticos produzem metabolitos especiais que podem ter ainda grande importancia na
descoberta de novos compostos, como antibioticos, antioxidantes, anticancerigenos, na produgdo de
enzimas de interesse industrial, entre outras aplicagdes (Ribeiro e Pamphile, 2017; Torres ef al., 2020,
Cruz et al., 2020). Podem ser explorados para curar diversos tipos de doengas, bem como, serem
utilizados na agricultura e em outros usos biotecnoldgicos (Chaplaet al., 2013).

A espécie Cochlospermumregium(Schrank) Pilgeré nativa do Cerrado, conhecida
popularmente como algoddozinho-do-campo ou algoddozinho-do-cerrado, pertencente a familia
Bixaceae (Antar et al., 2020; Gavilanet al., 2018; Solon et al., 2012). Na medicina popular as raizes
sdo utilizadas na forma de fatias, cavaco ou po, no preparo de decoctos, infusdes e garrafadas para o
tratamento de diversos tipos de inflamagdes, como uterinas, intestinais ¢ ovarianas, além de ser
utilizado como antibacteriano e analgésico (Arunachalamet al., 2019; Galvao et al., 2023).

Em estudos fitoquimicos, os principais compostos isolados nas raizes de C. regiuma partir do
extrato sdo: acido elagico, acido galico, di-hidrocaempferol,
di-hidrocaempferol-3-O-p-glucopiranosideo, di-hidrocaempferol-
3-0-B-(6-galloyl)-glucopiranosideo, pinoresinol, excelsina, cochlosperminas A e¢ B (Solon et al.,
2012; Camillo et al., 2016), e as flavonas naringenina e aromadendrina, 1-hidroxitetradecanona-3 e os
flavonoides e 3-O-glicosil-dihidrocanferol (Camillo et al., 2016). Galvao e colaboradores (2023)
identificaram 25 compostos presentes no extrato etanodlico das folhas de C. regium, incluindo taninos e
flavonoides glicosilados. O o6leo essencial obtido das flores apresentou como componentes
majoritarios o cariofileno E, y-muuroleno e biciclogermacreno e potente atividade antioxidante na
redu¢do do DPPH, bem como atividade antifingica contra Sclerotiniasclerotiorum(Menezes-Filho et
al., 2020).Em relagdo a estudos da microbiota de C. regium, apenas trabalhos no nosso grupo de
pesquisa foram encontrados na literatura (Arruda et al., 2022; Dantas et al., 2022; Montelet al., 2021).

Neste contexto, os estudos relacionadosaos fungos endofiticos associados a espécie vegetal
Cochlospermumregium sdo escassos e, o presente trabalho buscou avaliar o perfil quimico e biologico

dos fungos endofiticos isolados de C. regium e avaliagdo do potencial antimicrobiano e alelopatico.

MATERIAIS E METODOS

Reagentes quimicos e equipamentos
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Os fungos endofiticosforam crescidos em meio de cultivo BDA (Meio de Batata Dextrose
Agar), constituido de 200g de batata, 20 g de dextrose e 20 g (Dinamica®) de agar-agar
bacteriologico(Dindmica®) em 1L de 4gua destilada. E em meio MDB (Meio de Batata Dextrose)
constituido de 200g de batata e 20 g de dextrose em 1L de dgua destilada. Os solventes organicos
utilizados foram adquiridos da Dindmica®(Metanol PA, Acetato de Etila PA, Cloroféormio PA e
Metanol HPLC). Foram também utilizados &cido cloridrico37% (Neon), acido sulfurico PA
(Cremoline) e etanol. Para o ensaio antioxidante foi utilizado o 1,1-Difenil-2-picrilhidrazil (DPPH,
Sigma-Aldrich).

Os fungos foram inoculados em cimera incubadora tipo BOD (SPLABOR®) com fotoperiodo
de 12h. As andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram realizadas em
equipamento ZHIMADZU: bomba Shimadzu LC-10AD; auto injetor Shimadzu SIL-10A; detector
Ultravioleta, em arranjo de diodos, Shimadzu SPD-M10A, com injetor manual. Utilizando como fase
estacionaria uma coluna analitica de fase reversa Phenomenex tipo Luna (C18, 250 x 4,60 mm ¢ 5

um). Este projeto de pesquisa tem cadastro no SisGen sob nimeroA01E79C.

Coleta do material vegetal e isolamento e identifica¢do dos fungos endofiticos

Os fungos endofiticos foram isolados da espécie vegetal Cochlospermum regium coletada no
municipio de Gurupi, na unidade rural Fazenda experimental pertencente a Universidade Federal do
Tocantins, Estado do Tocantins, Brasil, nas coordenadas (11°43°45”’S e 49°04°07”°W). As folhas/caule
coletados ndo apresentavam ferimentos aparentes, estas foram higienizados da seguinte forma: a
superficie do material vegetal foi lavada com agua e sabao neutro, e posteriormente levada ao fluxo
laminar (limpo e esterilizado) o material entdo foi imerso em solugdo aquosa de NaClO concentragdo
1% (v/v) por 1 min e em seguida, em solu¢do hidroetandlica concentracdo 70% (v/v) por 1 min.,
seguida de duas lavagens em béqueres diferentes contendo agua estéril por 2 min.A agua do segundo
béquer foi inoculada em placa de Petri contendo meio BDA (Batata Dextrose e Agar), a fim de
verificar se a assepsia do material foi eficiente. As placas foram mantidas em BOD por 30 dias a
28°C. Os dois métodos utilizados para o isolamento de fungos endofiticos foram o de seccdo e
maceragao.

O método por seccao consistiu em seccionar pedacos de folhas assepticamente utilizando
lamina de bisturi, onde foram transferidaspara trés placas de Petri contendo meio de cultura
so0lidoBDA, o qual foi adicionado, apo6s ser autoclavado, antibidtico Amoxicilina dihidratadana
concentragdo de 50 mg L', para evitar o crescimento bacteriano. O mesmo procedimento foi
realizado para o caule.

No método de maceragdo foi preparada solugdo tampao PBS (100 mL de agua destilada
estéril contendo: 0,800 g de NaCl, 0,200 g de KCl, 0,144g de K,HPO, ¢ 0,024g de KH,PO,).

Adicionaram-se pedacos de folhas junto com tampdo PBS ao almofariz ¢ macerou-se o material, este
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foi inserido em trés placas de Petri contendo meio BDA autoclavado e antibidtico descrito
anteriormente, ficando incubado por 30 dias a 28°C, onde observou-se o crescimento dos endofitos.
Realizou o mesmo procedimento para o caule.

A identificagdo dos fungos endofiticos foi realizada por técnicas moleculares, com base no
processo de amplificacdo e sequenciamento da regido genomica ITS (Internal Transcribed Spacer) do
DNA ribossomico conservado da espécie fungica estudada. Foi realizada a extracdo do DNA do
micélio dos fungos, seguindo o protocolo de CTAB adaptado como descrito por Arruda e
colaboradores(2022). As amostras de DNA foram amplificadas usando os primers ITS-1e ITS-4 e
purificadas com Kit Purilink PCR Purification (Invitrogen®). A amostra de DNA foi sequenciada por
eletroforese capilar em aparelho ABI3730, utilizando-se polimero POP7 e BigDye v.3.1.

A sequéncia de nucleotideos obtida foi comparada com as depositadas no banco de dados
NCBI (National Center for Biotechnologylnformation), utilizando o programa BLASTn. Foram
escolhidas algumas sequéncias baseadas no melhor valor obtido relacionado a similaridade, logo apos
as sequéncias determinadas foram submetidas ao alinhamento utilizando o programa Geneious, foi
construida a arvore filogenética pelo método neighbor-joiningcom bootstrap 2000 utilizando o

programa MEGA verséao 7.0.

Avaliagdo da Atividade Antagonista — Teste de confronto direto

Os experimentos de antagonismo in vitro pelo método de culturas pareadas em placas
(Mariano, 1993), consistiu no confronto direto dos endoéfitos obtidos contra os fitopatdgenos Fusarium
oxysporum, CurvularialunataeBipolarisoryzae. Cada placa, contendo meio BDA, recebeu dois discos
de 6 mm pareados, em pontos equidistantes, sendo um disco retirado da borda da coldénia do fungo
fitopatogénico e o outro disco retirado da borda da colonia do fungo endofitico. Apds o pareamento, as
placas foram incubadas a 25°C + 2°C por 2 e 7 dias ou até que se encontrassem o endofito e o
fitopatégeno. Como testemunha, o fungo fitopatogénico foi inoculado sem a presenca dos endofitos. A
avaliagdo foi realizada quando a coldonia do fungo (controle) alcancou as bordas da placa. Apos o fim
do pareamento, foram medidos os didmetros, utilizando paquimetro, dos fitopatégenos pareados com
os endofiticos e dos fitopatogenos da placa controle. O teste foi realizado em triplicata e os valores
obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando o programa SISVAR 5.6 ¢ a
comparacdo das médias com variagdes foi realizada pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade

(Lopes et al., 2017).

Avaliagdo da Atividade Alelopatica - Teste de avalia¢do da germinagdo
Para testar a inibigdo da germinagdo de sementes pela acdo dos compostos volateis produzidos
pelos endofitos, foi utilizada metodologia adaptada de Macias-Rubalcavaet al. (2010) em placas de

Petri com divisoria. Apos sete dias de crescimento dos endofitos em placas de Petri contendo meio
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BDA a 28°C, foi retirado um disco de micélio com 6 mm de didmetro, que foi depositado em uma das
extremidades da placa de Petri. Em seguida, apos foram colocadas 10 sementes de Lactuca sativa L.
(alface) com 1 mL de agua destilada estéril na extremidade oposta da placa.

No tempo 0 foram colocados o enddfito e as sementes de alface ao mesmo tempo na placa com
divisoria, e no tempo 3 o enddfito cresceu por 3 dias na placa com divisoria e apds foram colocadas as
10 sementes de alface. Em seguida, foram inoculadas em estufa climatizada (DBO) a 28°C (= 1°C).
Como controle foram inoculadas 10 sementes de alface sem a presenga dos endofitos com 1 mL de
agua destilada estéril. Foram consideradas germinadas as sementes que apresentaram 2 mm de
protusdo da radicula. Ap6és um periodo de sete dias foi avaliada a porcentagem de sementes
germinadas e comprimento das plantulas. O teste foi realizado em triplicata e os valores obtidos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando o programa SISVAR 5.6 e a comparagado das

médias com resultados variaveis foi avaliado pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade.

Cultivo dos fungos endofiticos e preparo dos extratos brutos

Foram selecionados aleatoriamente vinte fungos endofiticosisolados e cultivou-os em meio
BDA, estes foram incubados em cdmara DBO com temperatura programada em25°C por 7 dias. Apos
os 7 dias, os fungos foram inoculados em 2 frascos de Erlenmeyerde 500 mL, contendo 250 mLde
meio MDB (Meio de Batata ¢ Dextrose) e inoculado em cdmara DBO mantidos sob temperatura de
25°C por 20 dias.

Ao final do periodo de fermentagdo dos fungos endofiticos, a suspensdo micelar foi filtrada
utilizando filtragao a vacuo com papel filtro qualitativo e funil de Buchner, separando-o do micélio. O
filtrado aquoso foi submetido a parti¢ao liquido/liquido com acetato de etila (3 x 250 mL) segundo a
metodologia descrita por Azevedo (1998). Apos evaporagdo do solvente organico em rotaevaporador,

obteve-se os respectivos extratos brutos para cada fungo e estes foram mantidos sob refrigeracao.

Avaliacdo das classes de metabolitos secundarios

Preparou-se uma solucdo metanolica de todos os extratos bruto obtidos na concentragdo de 1
mg mL". Logo em seguida, foram adicionados 4 mL da solu¢gdo em 5 tubos de ensaios. Para a
identificacdo dos metabolitos secundarios foram utilizadas as solugdes aquosas de HClconcentragdes
0,05 mol L' e de NaOH 0,05 mol L para acidificar a pH 3 e alcalinizar a pH 8 e 11, respectivamente.

A presenca da classe de metabdlitos secundarios foi registrada como positivo (+), quando
houve mudang¢a na coloragdo, ¢ aauséncia de cor e precipitagdo como negativo (-)seguindo a
metodologia de Barbosa et al. (2004) e Boaeset al. (2019). Foram analisadas as classes: flavonas,
flavonois e xantonas; flavanonas; antocianinas e antocianidinas; chalconas e auronas; flavanonois;
leucoantocianidinas; taninos ¢ flavonas.Para os testes de esterdides e triterpendides dissolveu-se

alguns miligramas de extrato bruto seco em 10 mL de cloroférmio. Logo apos, foi filtrado com
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algoddo e transferiu-se para um tubo de ensaio seco. Adicionou-se 0,1 mL de anidrido acético e agitou
suavemente, ¢ em seguida adicionou 3 gotas de H,SO, concentrado. Depois tornou a agitar
suavemente. Observou-se a mudanga na coloragdo. Para a presenga de alcaldides, dissolveu-se alguns
miligramas em 2 mL de solu¢do aquosa de HClconcentragdo 0,05 mol L' (v/), filtrou-se quando
necessario, posteriormente adicionou-se gotas do reagente Bouchardat. Observou-se a presenca ou

auséncia de precipitado.

Andalise da diversidade quimica por CCDC e CLAE

Na cromatografia de camada delgada comparativa (CCDC), foram utilizadas placas
pré-prontas de silica gel 60 (F254-Filter-Bio), utilizando cloroférmio:metanol (9:1, v/v) como eluente.
As amostras foram aplicadas na placa de CCDC com auxilio de um capilar e eluidas em cuba
cromatografica. Apds a elui¢do, as placas foram reveladas sob luz ultravioleta (A =254 nm) e a
exposicao de vapores de lodo (I, g). Esse processo foi aplicado para todos os extratos brutos que foram
obtidos.

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), o perfil cromatografico dos extratos
brutos foi obtido em equipamento ZHIMADZU. Os extratos foram preparados a uma concentragdo de
2 mg mL"' em solugdo metandlica de 95%, foi utilizado como fase estacionaria uma coluna analitica
de fase reversa Phenomenex tipo Luna (C18, 250 x 4,60 mm ¢ 5 pum) e eluigdo em gradiente de H,O:
CH;OH (95:05 v/v a 0:100% em 45 minutos permanecendo nesta condi¢do por mais 10 min.), com

uma vazio de 1,0 mL min™.

Avaliagdo da atividade antioxidante qualitativa

Os extratos brutos foram aplicados em placas de silica (CCDC) e eluidos com CHCl;:CH;0OH
(9:1, v/v). As cromatoplacas foram borrifadas com uma solugdo metanélicacom concentracao de 0,2%
de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), em seguida, foram mantidas em local escuro durante 30
minutos. O potencial antioxidante foi evidenciado pela presenca de manchas amareladas, decorrentes

da reducdo da solucgdo estoque de DPPH, contra a coloragdo roxa do fundo (Simdes-Pires et al., 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Isolamento e identificacdo dos fungos endofiticos

Foram isolados cinquenta e trés cepas fungicas da folha e do caule da planta de C. regium,
sendo vinte e trés fungos isolados pela metodologia por seccdo e trinta fungos isolados por
maceragdo.Pela metodologia de maceragdo obteve-se um numero maior de fungos endofiticos, isso
porque a trituragdo quebra o tecido vegetal, o que permite a completa liberagdo dos microganismos

dos tecidos do hospedeiro (Aratjo et al., 2010). Desse total de cinquenta e trés fungos obtidos, vinte ¢
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sete foram isolados das folhas e vinte e seis foram provenientes do caule.Os fungos endofiticos
isolados foram nomeados com o cdédigo Cr referente a planta Cochlospermum regium precedido do
numero do fungo (Cr-1 até Cr-53) .

Os fungos endofiticos isolados de C. regium que foram submetidos a identificagcdo por meio de
técnicas da biologia molecular foram: Cr-1, Cr-2, Cr-10, Cr-16, Cr-17, Cr-24, Cr-27, Cr-30, Cr-32,
Cr-41, Cr-44, Cr-48 e Cr-50, foi possivel extrair o DNA de todos estes isolados, e submeté-los a
amplificagdo por PCR (Figura S1, material suplementar). A identificagdo de fungos tem sido realizada
por técnicas moleculares, por meio da regido ITS (Internal TranscribedSpacer), essa regido ¢ altamente
conservada intraespecificamente, mas variavel entre diferentes espécies, fornecendo assim a
possibilidade da identificagdo de géneros e espécies de fungos, devido a amplificagdo e
sequenciamento dessa regido, comparando os dados do sequenciamento com os bancos de dados
disponiveis (Alberto et al., 2011).

A analise molecular da regido ITS do fungo endofitico Cr-1 mostrou 99% de semelhanga com
Coriolopsisrigida. O clado filogenético formado apoiou a separagdo das espécies (alto valor de
bootstrap (Figura S2). Portanto, é possivel dizer que o fungo endofitico isolado é Coriolopsisrigida. O
fungo endofitoCr-32 mostrou 99% de semelhanga com Phomopsissp. No entanto, ndo foram
encontradas divergéncias significativas entre as espécies para permitir a identificagdo de Cr-32 ao
nivel de espécie (Figura S3).

A andlise molecular da regido ITS do fungo endofitico Cr-41 mostrou 97% de semelhanga
com Nigrosporaoryzae. O clado filogenético formado apoiou a separagdo das espécies (Figura S4),
logo com esse resultado ¢ suficiente para fornecer a identificagdo completa do endofitico Cr-41 como
Nigrosporaoryzae. No caso do fungo Cr-44 a analise molecular da regido ITS mostrou 86% de
semelhanga com Diaporthepseudoinconspicua. O clado filogenético formado apoiou a separagdo das
espécies (alto valor de bootstrap, (Figura S5). Portanto, com este resultado € possivel dizer que o
fungo endofitico isolado provavelmente € Diaporthepseudoinconspicua. A analise molecular da regido
do ITS do fungo Cr-8 apresentou 100% de similaridade com a espécie Asordariaconoidea (Arruda et
al., 2022). Dessa forma, sete fungos endofiticos foram identificados conforme mostrado na Tabela 1,

os demais continuam em analise.

Tabela 1. Cdodigo e nome dos fungos identificados

Codigo do fungo Nome identificado

Cr-1 Coriolopsisrigida

Cr-8 Asordariaconoidea
Cr-10 Diaporthe inconspicua
Cr-17 Phomopsissp.

Cr-32 Phomopsissp.

Cr-41 Nigrosporaoryzae
Cr-44 Diaporthepseudoinconspicua

Fonte: Autores, 2023.
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Atividade Antagonista

Os testes realizados através do método in vitro revelaram o potencial antagonista de cinquenta
e trés fungos endofiticos, por pareamento direto, os fungos endofiticos codificados como Cr-2, Cr-10,
Cr-16, Cr-17, Cr-24, Cr-27, Cr-30, Cr-32, Cr-40, Cr-41, Cr-42, Cr-44, Cr-48 e Cr-50 apresentaram
inibicdo dos fitopatdégenos quando comparado a testemunha. Os dados medidos do tamanho da col6nia
dos fitopatogenos foram usados para obtencdo da tabela de inibi¢do através do programa estatistico
SISVAR 5.6. Foram levados em conta os dias 2 e 7 dos testes. Os resultados de inibi¢do de todos os
fungos encontram-se na Tabela S1, S2 e S3 (material suplementar).

Pela analise estatistica do teste de Tukey, foi possivel observar a inibi¢do utilizando os
fitopatogenos F. oxysporum, B. oryzaee C. luneta. Para ambos patogenos, os que apresentaram maior
inibicdo em 2 dias foram Cr-40, Cr-42 e Cr-50, sendo estes superiores quando comparados com a
testemunha, com coeficiente de variancia (CV) de 18,53%. Ja para a analise em 7 dias foi possivel
observar a inibicdo em ambos patogenos pelo fungo Cr-41 o que apresentou maior inibigdo, com CV

de 5,08% como mostrado na Tabela 2.

Tabela 2. Média do confronto direto de fungos endofiticos com os fitopatégenos Fusarium

oxysporum, Bipolarisoryzaee Curvularialunataem 2 e 7 dias.

2 dias 7 dias
Fitopatogeno Tratamentos Médias' (mm) Tratamentos Médias' (mm)
Controle 67,00 c Controle 78,33 ¢
Cr-40 77,57d Cr-41 7533 ¢
FE oxysporum Cr-42 75,89d
Cr-50 75,33d
CV (%)? 18,53 CV (%)* 5,08
Controle 45,66 b Controle 64,44 d
B.oryzae Cr-40 71,22 ¢ Cr-41 75,22 ¢
Cr-42 77,55 ¢
Cr-50 72,88 ¢
CV (%)? 14,42 CV (%)* 7,71
Controle 48,11 f Controle 65,55d
C.lunata Cr-40 73,55 g Cr-41 74,77 e
Cr-42 77,00 g
Cr-50 78,11 g
CV (%)* 6,19 CV (%)* 5,08

"Médias seguidas de mesma letra minascula, nas colunas, nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

significancia. *CV = Coeficiente de variagdo. Fonte: Autores, 2023.

A partir destes dados, 16 endofitos (30,2%) apresentaram atividade inibitoria contra pelo
menos um dos fitopatdgenos testados, sendo que desses 7,54% apresentaram atividade contra os trés

fitopatogenos testados. De acordo com Azevedo et al. (2002) os endofiticos podem atuar inibindo o
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crescimento de fitopatogenos pela competigdo de nutrientes, produgdo de alguma substancia
antagonica ou até mesmo fazendo com que a planta desenvolva resisténcia a doenca.

Diversos trabalhos tém identificado a atividade antagonista de fungos endofiticos contra
diferentes fungos fitopatégenos de interesse agricola (Grabkaet al. 2022; Silva-Valderrama et al.,
2021; Huang et al., 2020; Lopes, et al., 2017; Santos e Varavalho 2011). A utilizacdo de
microrganismos com a¢do de biocontrole e/ou promog¢ao de crescimento vem sendo apontada como
alternativa viavel para sistemas de producao agricola ecologica e economicamente sustentaveis, € o
controle bioldgico através de antagonistas tem possibilitado solucdo vidvel para varias doengas

consideradas de dificil controle (Grabkaet al. 2022; Chen et al., 2016).

Atividade Alelopatica

O parametro mais utilizado na avaliacdo da atividade alelopatica ¢ a germinagdo de sementes.
A inibicdo da germinagdo das sementes da alface pela a¢do dos metabolitos volateis produzidos pelos
endofitos foi observada apenas no tempo (3), pelos fungos Cr-2, Cr-16 e Cr-32 (Tabela S4, material
suplementar). Podemos destacar o fungo Cr-32 que inibiu 100% a germinagdo das sementes de alface,
isto pode ser devido a presenca de compostos inibidores potentes tanto na germinagdo das sementes
como no crescimento de plantas (Oliveira et al., 2014).

Dos fungos endofiticos testados, 13 (81,25%) ndo apresentaram atividade inibitoria sobre a
germinagdo das sementes de alface (Tabela S4), isto pode ser devido a germinagdo normalmente ser o
processo menos afetado pelos aleloquimicos e que em alguns casos o efeito destes podem ocorrer
sobre outro parametro, como crescimento da plantula (Paula et al., 2014).

Para as sementes que germinaram foram medidas o tamanho das plantulas. Considerando o
tempo 0 e 3 (Tabela 3). No tempo 0, apos analise estatistica do teste de Tukey foi possivel observar a
inibicdo do crescimento das plantulas pelos fungos Cr-1, Cr-10, Cr-16 e Cr-17, ou seja, estes endofitos
possuem acdo alelopatica dos compostos volateis, o fungo que apresentou maior inibi¢ao foi o Cr-17
com 33,33% de inibi¢ao no crescimento das plantulas. Os endofitos Cr-2, Cr-24, Cr-27, Cr-30, Cr-32,
Cr-39, Cr-40, Cr-41, Cr-42, Cr-44, Cr-48 e Cr-50 auxiliaram no crescimento das plantulas, sugerindo a
producdo de hormoénios de crescimento, destacando que o fungo Cr-44 causou um aumento nas
plantulas de 106,66%.

Ja no tempo 3 foi possivel observar a inibi¢ao do crescimento das plantulas pelos fungos Cr-1,
Cr-2, Cr-10, Cr-16, Cr-17, Cr-32 e Cr-40, ou seja, estes endofitos possuem agdo alelopatica, sendo os
que apresentaram maior inibicdo o Cr-32, Cr-2 ¢ Cr-16 com 100%, 28% ¢ 40% de inibi¢do das
plantulas, respectivamente. Os endofitos Cr-24, Cr-27, Cr-30, Cr-39, Cr-41, Cr-42, Cr-44, Cr-48 e
Cr-50 auxiliaram no desenvolvimento das plantulas, sendo os fungos Cr-39 e¢ Cr-44 os que mais
auxiliaram o crescimento das plantulas em 28% e 16%, respectivamente, comparando-se com 0

controle. Observa-se que no tempo 3 houve uma inibigdo maior ¢ menor crescimento das plantulas
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pelos endofitos, dessa forma o tipo de compostos volateis aleloquimico produzidos pode estar
relacionado ao tempo de crescimento dos fungos.

De acordo com Macias-Rubalcavaet al. (2010) a inibigdo da germinagdo ou a inibi¢cdo do
crescimento das plantulas pode ocorrer se as sementes tivessem sido expostas a compostos
aleloquimicos produzidos por fungos, que foram cultivados de 1 a 3 dias ou mais de 15 dias. A
alteracdo na toxicidade em culturas mais antigas pode ser devida a deplecao de nutrientes do meio de

cultura, o que pode resultar na mudanca da producdo dos compostos volateis.

Tabela 3. Média de crescimento das plantulas pela acdo dos metabdlitos volateis produzidos pelos

endofitos no tempo O e 3.

Médias' Médias!
(mm) (mm)
t (0)* % Inibicéo (-) ou t(3)* % Inibicéo (-) ou
Crescimento (+) Crescimento (+)
Tratamentos
Controle 15,00 ¢ 0,00 25,00 g 0,00
Cr-1 14,00 ¢ - 6,67 23,00 f - 8,00
Cr-2 18,60 g + 24,00 18,00 ¢ -28,00
Cr-10 13,00 b -13,33 23,00 f - 8,00
Cr-16 14,80 d -1,34 14,80 b - 40,80
Cr-17 10,00 a - 33,33 20,00d -20,00
Cr-24 17,00 £ + 13,33 27,00 h + 8,00
Cr-27 19,00 h + 26,66 27,10 h + 8,40
Cr-30 17,00 £ +13,33 27,00 h + 8,00
Cr-32 22,001 + 46,66 0,00 a - 100,00
Cr-39 29,00 n + 93,33 32,00 k +28.,00
Cr-40 25,00 k + 66,66 22,00 e - 12,00
Cr-41 24,00 + 60,00 28,001 +12,00
Cr-42 26,00 m + 73,33 28,001 +12,00
Cr-44 31,00 0 + 106,66 29,00 +16,00
Cr-48 25,00 k + 66,66 28,00 1 +12,00
Cr-50 26,00 m + 73,33 27,00 h + 8,00
CV3 (%) 0,00 0,00

'Médias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukeycom 5% de
significancia. *Tempo de crescimento do endofito antes de colocar a semente *CV = Coeficiente de variagdo.

Fonte: Autores, 2023.

De forma geral, os aleloquimicos produzidos pelos endofitos, influenciaram o
desenvolvimento das plantulas de alface. O estimulo do crescimento da radicula e do caule das
plantulas pode estar ligada ao carater benéfico dos fungos endofiticos para a planta hospedeira.
Enquanto a inibigdo do crescimento das plantulas pode estar ligada a producdo de substancias
quimicas capazes de alterar a sintese e a acdo das enzimas. Segundo Aschehouget al. (2012), embora
ainda de forma limitada, a indu¢do quimica por fungos endofiticos pode afetar o potencial alelopatico

das plantas. Os fungos endofiticos podem produzir diferentes aleloquimicos ou estimular diferentes
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niveis de produgdo aleloquimica da planta, os estudos também indicam que os endoéfitos podem
melhorar um mecanismo competitivo existente ou fornecer outro mecanismo que funciona de maneira

aditiva na espécie hospedeira.

Diversidade quimica

Estudos tém demonstrado que fungos endofiticos sdo fontes potentes de compostos bioativos,
com ampla gama de aplicagdes, como promotores de crescimento de plantas e agroquimicos; e
estruturalmente diversos e novos, pertencentes a varias classes, como flavonoides, alcaloides,
esteroides,polifenois, terpendides e taninos (Raiet al., 2021). Podemos destacar na Tabela 4 que os
endofitos Cr-1, Cr-4 e Cr-46 apresentaram maior rendimento comparando-se com os demais fungos,
vale ressaltar que cada fungo possui condi¢des otimas de cultivo, o que esté diretamente ligada ao seu
desenvolvimento e producdo de compostos, neste estudo todos os fungos foram cultivados sob

mesmas condigdes.

Tabela 4: Rendimento total dos extratos brutos obtidos dos fungos endofiticos

Extratobruto Rendimento (mg) Extratobruto  Rendimento (mg)
Cr-1 3240 Cr-12 7,1
Cr-2 99,2 Cr-13 162,8
Cr-4 497,2 Cr-14 27,1
Cr-5 91,8 Cr-15 22,0
Cr-6 108,6 Cr-17 2272
Cr-7 99,8 Cr-29 103,2
Cr-8 119,0 Cr-34 222,6
Cr-9 42,6 Cr-37 220,0
Cr-10 150,0 Cr-39 216,0
Cr-11 56,8 Cr-46 407,6

Fonte: Autores, 2023.

Na CCDC foi possivel observar diferentes manchas com diferentes fatores de reteng@o para os
extratos brutos, isso pode estar relacionado com a alta produtividade de metabdlitos secundarios dos
fungos endofiticos. Todos os extratos brutos foram submetidos a avaliacdo do perfil cromatografico
por CLAE. Os cromatogramas dos extratos brutos Cr-01, Cr-02, Cr-06, Cr-07, Cr-08, Cr-09, Cr-10,
Cr-15, Cr-29, Cr-34, Cr-37 Cr-39, e Cr-46, apresentaram diferentes picos com diferentes tempos de
retencdo, sugerindo uma produgdo variada de metabolitos secundarios, variando de alta até baixa
polaridade (figura S6, material suplementar). Ja para os extratos brutos Cr-04 e Cr-05, Cr-11 e Cr-12,
Cr-13 e Cr-14, os cromatogramas apresentaram picos semelhantes, com o mesmo tempo de retengao,
ou seja, considera-se que possa se tratar do mesmo fungo ou fungos do mesmo género.

Todos os extratos brutos obtidos foram submetidos ao ensaio para identificar as classes de

metabolitos secundarios presentes. Todos os extratos brutos apresentaram resultados positivos para as
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classes de flavonas, flavonois e xantonas, positivo também para flavanonas, esteroides e
triterpendides.

Nos resultados para o ensaio de atividade antioxidante, todos os extratos brutos testados
apresentaram atividade antioxidante positiva sobre o radical livie DPPH. A atividade antioxidante
observada para os extratos brutos pode estar associada a presenca de flavonas, flavondis e xantonas,
estes compostos sdo descritos como possuindo atividade antioxidante(Stagos 2020). Os metabolitos
secundarios representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente circundante, ou seja,
possuem um papel importante na adaptagdo das plantas aos seus ambientes tendo uma boa interagdo
com os diferentes ecossistemas. Os compostos fendlicos e flavonoides sdo potenciais captadores de
radicais livres, principalmente ao Oxigénio singleto, portanto, existe uma estreita correlagdo entre a
quantidade de compostos fitoquimicos, sua atividade antioxidante e sua atividade antitumoral e
anticancerigena (Gobbo-Neto e Lopes, 2007; Palanichamyet al., 2018).

De acordo com Pontes e colaboradores (2018) as propriedades antioxidantes e farmacologicas
de plantas e microrganismos geralmente estdo relacionadas com a presenca de compostos fenolicos,
principalmente acidos fenodlicos e flavonoides. A capacidade antioxidante desses compostos ¢ atribuida
principalmente as suas propriedades redutoras de o6xidos, permitindo que eles atuem como agentes
redutores, doadores de Hidrogénio livre (H") e supressores de Oxigénio singleto, e atuam em
sinergismo com outros antioxidantes como as vitaminas C e E, preservando as biomoléculas e DNA e

RNA.

CONCLUSAO

Foram isolados cinquenta e trés fungos endofiticos de Cochlospermumregium indicando uma
diversidade de fungos presentes nesta espécie vegetal. Todos os fungos endofiticos isolados foram
submetidos ao ensaio de antagonismo, os fungos Cr-40, Cr-42 e Cr-50 apresentaram inibicdo de
crescimento dos fitopatdgenos Fusarium  oxysporum, Culvularialunatae Bipolarisoryzae.
Considerando-se os resultados obtidos neste trabalho, podemos afirmar que os isolados tém um
enorme potencial biotecnologico para ser usado no controle bioldégico de doengas de plantas.
Dezesseis fungos endofiticos foram submetidos ao ensaio de atividade alelopatica, os que
apresentaram melhores resultados foram Cr-1, Cr-2, Cr-10, Cr-16, Cr-17, Cr-32 e Cr-40, destacando-se
0 Cr-32 que inibiu completamente a germinacdo das sementes de alface, sendo um fungo com
potencial biotecnoldgico para uso no biocontrole de ervas daninhas.

A identificagdo das classes de metabolitos, flavonas, flavonois, xantonas, esteroides e
triterpenoides podem estar relacionados a atividade antioxidante evidenciada pelos extratos brutos. Os
compostos antioxidantes desempenham um papel importante na adaptacdo das plantas ao ambiente,
dessa forma os endofitos presentes na espécie hospedeira C. regium podem ajuda-la na adaptagéo e

protegem a planta de estresse oxidativo e contra fitopatogenos.
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8 10 11 12 113

Fonte: elaboragdo do proprio autor
Figura S1: Resultado da Amplificacdo por PCR dos endofiticos. Coluna M- Marcador de peso
molecular (1 Kb), coluna 1 - Cr-1, coluna 2 - Cr-2, coluna 3- Cr-10, coluna 4- Cr-16, coluna 5-
Cr-17, coluna 6- Cr-24, coluna 7- Cr-27, coluna 8- Cr-30, coluna 9- Cr-32, coluna 10- Cr-41,
coluna 11- Cr-44, coluna 12- Cr-48 e coluna 13-Cr-50.

44 Cr-1

751 KR812261.1 Coriolopsis rigida

29 ' MG751203.1 Diaporthe sp.
bo JN153073.1 Phomopsis sp.
21 — EU977307 1 Fungal endophyte sp. P911B

KC145914 1 Diaporthe neotheicola
S KC343102.1 Diaporthe foeniculacea
L MG281013.1 Diaporthe baccae
KX986792.1 Diaporthe velutina

KC343004.1 Diaporthella corylina

0.02
Fonte: elaboragdo do proprio autor

Figura S2:Arvore filogenética obtida a partir da sequéncia da regido ITS do isolado Cr-1.
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Diaporthe sp.
Dhiaporthe pseudoinconspicua
Phomopsis sp. CML 1507
63 | Diaporthales sp. E9919c¢
a5 || Diaporthe sp. isolate Al19
o Phomopsis sp. CML 1502
Phomopsis theicola
— Phomopsis longanae
Diaporthe sp. strain GXB18 7A
29 [ Diaporthe sp. strain LGMFE 1525
53 | Diaporthe sp. strain SS99
1ol Phomopsis sp. 10 IM-2013 strain OL_MIDA21
5| Pleosporales sp. 3 IM-2013
5 Cr-32
12" Phomopsis sp. 10 IM-2013 strain OL_PDAl4
Diaporthella corylina

57

0.02

Fonte: elaboragdo do proprio autor

Figura S3: Arvore filogenética obtida a partir da sequéncia da regido ITS do isolado Cr-32.

30)
300 JQ814310.1 Nigrospora oryzae

28} 5U973719.1 Nigrospora sp. ASR-164
KX986094 1 Nigrospora hainanensis

Cr-41

MH855545 1 Nigrospora musae
NR_153476.1 Nigrospcra gerlenkoana
KX985848 .1 Nigrospora rubi

97 |-— NR_153469.1 Nigrospora pyriformis
NR_153473.1 Nigrospora camelliae-sinensis

63

49

a8 KX986063.1 Nigrospora guilinensis
80 KX885939 1 Nigrospora vesicularis
T[_{ KX986017.1 Nigrospora osmanthi
92 'K X986087.1 Nigrospora lacticclonia
NR_153475 1 Nigrospora chinensis
MF326433.1 Arthrinium malaysianum
—_

0.02

Fonte: elaboragdo do proprio autor

Figura S4:Arvore filogenética obtida a partir da sequéncia da regido ITS do isolado Cr-41.
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Cr-44
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*21- MG976432.1 Diaporthe sp. LGMF1629
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27 | IN153060.1 Phomopsis sp. CML 1502
FJ009526.1 Phomopsis theicola
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o
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Fonte: elaboracdo do proprio autor

Figura S5:Arvore filogenética obtida a partir da sequéncia da regido ITS do isolado Cr-44
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Figura S6. Cromatogramas dos extratos brutos obtido dos fungos endofiticos (VANUZA, 2018).
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Tabela S1: Média do confronto direto de fungos endofiticos com o fitopatégeno Fusarium

oxysporum em 2 e 7 dias.

2 dias 7 dias
Tratamentos Médias' (mm) Tratamentos Médias' (mm)
Controle 67,00 ¢ Controle 78,33 ¢
Cr-4 28,00 a Cr-1 72,33 d
Cr-7 3423 a Cr-2 52,77b
Cr-8 50,00 b Cr-3 47,66 a
Cr-9 37,10 a Cr-5 4799 a
Cr-16 62,00 c Cr-6 48,88 a
Cr-17 61,00 c Cr-10 68,33 b
Cr-18 46,44 b Cr-11 47,77 a
Cr-19 43,03 b Cr-12 46,22 a
Cr-20 52,77b Cr-13 62,33 ¢
Cr-21 38,67 a Cr-14 59,33 ¢
Cr-22 3933 a Cr-15 60,11 c
Cr-23 42.77b Cr-26 53,11Db
Cr-24 47470 Cr-29 4922 a
Cr-25 4723 Db Cr-34 63,22 ¢
Cr-27 53,67b Cr-39 68,22 d
Cr-28 36,37 a Cr-41 75,33 ¢
Cr-30 33,77 a Cr-46 55,88 b
Cr-31 38,55a Cr-47 63,22 ¢
Cr-32 4744 b Cr-48 61,77 ¢
Cr-33 48,55b Cr-49 55,77b
Cr-35 38,44 a Cr-51 48,00 a
Cr-36 47,11 b Cr-52 48,00 a
Cr-37 45,89 b Cr-53 46,77 a
Cr-38 49,11 b
Cr-40 77,57 d
Cr-42 75,89 d
Cr-43 45,33 b
Cr-44 54,44 b
Cr-45 49,11 b
Cr-50 75,33 d
CV (%)> 18,53 CV (%)> 5,08

"Médias seguidas de mesma letra mintscula, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia. *CV = Coeficiente

de variagdo.

Tabela S2. Média do confronto direto de fungos endofiticos com o fitopatdgeno Bipolarisoryzaeem 2

e 7 dias.
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2 dias 7 dias
Tratamentos Médias' (mm) Tratamentos Médias' (mm)
Controle 45,66 b Controle 64,44 d
Cr-4 30,55 a Cr-1 43,11 a
Cr-7 33,66 a Cr-2 65,55d
Cr-8 29,00 a Cr-3 44,66 a
Cr-9 34,55a Cr-5 49,55 b
Cr-10 54,00 b Cr-6 47,77 a
Cr-16 3433 a Cr-11 4344 a
Cr-17 42,00b Cr-12 4723 a
Cr-18 32,55a Cr-13 54,00 b
Cr-19 37,44 a Cr-14 53,11 b
Cr-20 38,99 a Cr-15 53,44 b
Cr-24 48,66 b Cr-21 43,00 a
Cr-27 53,67b Cr-22 42722 a
Cr-28 3322 a Cr-23 45,66 a
Cr-30 49,88 b Cr-25 46,22 a
Cr-31 41,770 Cr-26 41,11 a
Cr-32 4533 b Cr-29 49,11 b
Cr-33 43,88b Cr-34 58,00 ¢
Cr-35 42,00b Cr-39 58,44 ¢
Cr-36 40,00 a Cr-41 75,22 ¢
Cr-37 35,88 a Cr-47 58,11 ¢
Cr-38 42,11b Cr-48 62,33 d
Cr-40 71,22 ¢ Cr-49 4811 a
Cr-42 77,55 ¢ Cr-51 51,66 b
Cr-43 38,66 a Cr-52 52,66 b
Cr-44 45,66 b Cr-53 44,55 a
Cr-45 44,88 b
Cr-46 32,00 a
Cr-50 72,88 ¢
CV (%)? 14,42 CV (%)? 7,71

"Médias seguidas de mesma letra mintscula, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia. *CV = Coeficiente

de variagdo.
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Tabela S3: Média do confronto direto de fungos endofiticos com o fitopatégenos

Curvularialunataem 2 e 7 dias.

2 dias 7 dias

Tratamentos Médias' (mm) Tratamentos Médias' (mm)
Controle 48,11 f Controle 65,55d
Cr-4 29,77b Cr-1 50,66 b
Cr-7 28,77 b Cr-2 54,66 ¢
Cr-8 21,00 a Cr-3 4533 a
Cr-9 31,66 ¢ Cr-5 48,33 b
Cr-16 3222 ¢ Cr-6 45,44 a
Cr-17 36,33 d Cr-10 51,88 b
Cr-18 36,22d Cr-11 42,88 a
Cr-20 36,22d Cr-12 47,00 b
Cr-24 49,44 £ Cr-13 47,550
Cr-27 50,66 f Cr-14 55,33 ¢
Cr-28 32,88 ¢ Cr-15 58,55 ¢
Cr-30 46,00 e Cr-19 35,55a
Cr-31 34,11 ¢ Cr-21 43,55 a
Cr-32 41,66 ¢ Cr-22 46,66 b
Cr-33 43,88 ¢ Cr-23 46,22 b
Cr-35 37,66 d Cr-25 46,66 b
Cr-36 40,44 ¢ Cr-26 41,00 a
Cr-37 29,66 b Cr-29 48,77 b
Cr-38 45,11 e Cr-34 51,44 b
Cr-40 73,55 ¢g Cr-39 58,44 ¢
Cr-42 77,00 g Cr-41 74,77 €
Cr-43 43,88 ¢ Cr-46 56,22 ¢
Cr-44 5444 f Cr-47 58,55¢
Cr-45 4544 ¢ Cr-48 62,88 ¢
Cr-50 78,11 g Cr-49 51,77b
Cr-51 51,33 b
Cr-52 45,44 a
Cr-53 44,77 a

CV (%)* 6,19 CV (%)? 5,08

"Médias seguidas de mesma letra mintscula, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia. *CV = Coeficiente

de variagdo.
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Tabela S4: Porcentagem da germinagdo das sementes de alface frente aos fungos endofiticos.

Germinacao (%)

t (0) t3)
Tratamentos
Controle 100 100
Cr-1 100 100
Cr-2 100 80
Cr-10 100 100
Cr-16 100 60
Cr-17 100 100
Cr-24 100 100
Cr-27 100 100
Cr-30 100 100
Cr-32 100 0
Cr-39 100 100
Cr-40 100 100
Cr-41 100 100
Cr-42 100 100
Cr-44 100 100
Cr-48 100 100
Cr-50 100 100

t=tempo de crescimento do endéfito na placa antes de colocar a semente.
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