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RESUMO

Endodfitos, geralmente fungos e bactérias, vivem sistematicamente no interior das plantas, sem
causar aparentemente dano a seus hospedeiros. Eles colonizam principalmente as partes aéreas
dos vegetais. A planta hospedeira, bem como sua idade, distribuicdo geogréfica, clima, entre
outros fatores, influenciam a variedade de endofitos que pode ser encontrada. Este trabalho
teve como objetivo a identificacdo molecular de fungos endofiticos isolados de Passiflora spp.
Foi amplificado o rDNA de 18 isolados endofiticos empregando os primers ITS1 e ITS4. Estes
amplificados foram utilizados no sequenciamento com o primer ITS1 e analisados no
MEGABACE. As sequéncias foram editadas no BioEdit e empregadas no Blast do NCBI. Dos
dezoito isolados de Passiflora spp., o rDNA de um endofito foi sequenciado com sucesso: o
endofito Isol.12, Este apresentou maior identidade com Cercospora sp. o que foi confirmado
na andlise filogenética.
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INTRODUCAO

Microrganismos endofiticos vivem no interior de plantas habitando, de modo geral, suas
partes aéreas, sem causar, aparentemente, qualquer dano aos seus hospedeiros. Eles
distinguem-se dos patogénicos, que causam doencas nas plantas, e dos epifiticos que vivem na
superficie dos vegetais’.

O maracuja-azedo ou maracuja-amarelo é uma planta de clima tropical, encontrando em
todo territdrio Brasileiro, onde apresenta excelentes condicdes ecoldgicas para o seu cultivo. O
maracuja-doce (Passiflora alata) é a terceira espécie mais cultivada, nativa da América do Sul,
vem a cada ano, ganhando mais espaco no mercado das frutas doces para o uso in natura, e
de interesse comercial em programas de melhoramento genético, por suas caracteristicas
agrondmicas”.

As regides ITS (Internal Transcribed Spacer) do RNA ribossomal sdo regides
conservadas do DNA que auxiliam no estabelecimento de relagdes filogenéticas e distincdo de
espécies™. A identificacdo de fungos endofiticos tem sido realizada por meio de regides ITS que
possibilitam a identificacdo de géneros de fungos isolados de plantas, por meio da amplificacao
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HISIMBBTEC e sequenciamento desses isolados, que s&o conferidos com um banco de

rondrina o dados M !, possibilitando futuramente sua utilizacgdo em processos
biotecnoldgicos.

O objetivo geral do trabalho foi identificar molecularmente por sequenciamento do ITS1-

5,8S-ITS2 rDNA fungos endofiticos isolados de Passiflora spp.

MATERIAL E METODOS

Foram identificados molecularmente fungos endofiticos ja isolados da planta Passiflora
spp. que fazem parte do banco de microrganismos do Laboratdrio de Biotecnologia Microbiana -
UEM. Foi realizada a extracdo do DNA gendmico utilizando a metodologia descrita por Pamphile
e Azevedo’, modificada. Para se estimar a concentracdo do DNA foi utilizado o DNA gendmico
de cada amostra, mais tampao de amostra, sendo submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,0 %. Foram utilizados fragmentos das regides ITS1- 5,8S - ITS2 do DNA ribosomal. A regidao
foi amplificada utilizando os primers ITS1 e ITS4. Os fragmentos amplificados foram analisados
por meio de eletroforese em gel de agarose a 1%. Os produtos de amplificacao das regides ITS
1- 5,85 — ITS2 rDNA dos fungos endofiticos isolados foram purificados. Ap6s a purificacdo, o
DNA dos isolados endofiticos foi quantificado em gel de agarose a 1%. Depois disso, os
produtos de amplificacdo das regides ITS 1- 5,85 — ITS2 rDNA dos fungos endofiticos isolados
foram purificados. As amostras foram entao colocadas em placa para o sequenciamento.

As amostras foram sequenciadas utilizando os DNAs correspondentes a regidao ITS1-
5,8S — ITS2 rDNA. A reacdo de sequéncia foi realizada pela técnica de PCR. O sequenciamento
foi realizado em sequenciador MegaBACE TM 1000 sequencer (Amersham Biosciences).
Apds, as amostras foram analisadas e editadas. Para a identificacao dos isolados, as sequéncias
nucleotidicas encontradas foram comparadas com aquelas depositadas no banco de dados NCBI
(National Center for Biotechnology Information website), utilizando o programa BLAST
para pesquisa das espécies. A identificagdo das espécies foi determinada baseada no melhor
valor de resultado obtido quanto a similaridade. Feito isso, as sequéncias determinadas foram
alinhadas usando o programa MEGA versdo 5.1 com o agrupamento pelo método neighbor-
joining, usando-se p-distance para nucleotideos com a opcao the pairwise gap deletion e
usando bootstrap com 10.000 repeticoes e usando bootstrap com 1000 repeticdes para
determinar a distancia genética dos fungos isolados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos dezoito fungos isolados de Passiflora spp. para identificacao, apenas o Isol. 12 (G8
P1.2) apresentou um resultado do sequenciamento com qualidade suficiente para a analise
filogenética. Para a identificacao do isolado, a sequéncia nucleotidica encontrada foi comparada
com aquelas depositadas no banco de dados NCBI (National Center for Biotechnology
Information website), utilizando o programa BLAST para pesquisa das espécies. Com uma
homologia de semelhanca de 99%, o fungo G8 P1.2 foi identificado como Cercospora sp. Na
andlise filogenética, as sequéncias de tais endodfitos e outras do NCBI foram usadas,
confirmando que Isol.12 € semelhante a Cercospora sp. (Figura 1).

Figura 1 - Arvore filogenética construida pelo método de agrupamento “Neighbor-joining”

usando-se “p-distance” para nucleotideos com a opcao “the pairwise gap deletion”.
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O isolado G8P1.2 foi associado ao clado constituido pelas espécies Cercospora sp. com
100 % bootstraping (BP). O género Cercospora caracteriza-se pelo lento crescimento e pela
reduzida esporulacdo em meios de cultura”’. Algumas espécies sdo conhecidas como causa de
severas epidemias de cercosporiose, tal doenca & causada pelo patdgeno Cercospora zeae-
maydis, havendo indicacdo da ocorréncia também da espécie C. sorghi var. maydis, no Brasil'™.

CONCLUSOES
Existe pelo menos um fungo endofitico de Passiflora spp. com grande identidade a Cercospora

sp.
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