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RESUMO

Endéfitos do género Epicoccum sao frequentemente isolados do lenho da videira, associados ou nao a fungos pato-
génicos, designadamente a Fomitiporia mediterranea, Phaeomoniella (Pa.) chlamydospora, Phaeoacremonium (Pm.) minimum
(sin. Pm. aleophilum), bem como a fungos “Botryosphaeriaceae”, mas desconhece-se o seu efeito em relagao aos fungos
que coabitam com esses endofitos. O presente estudo teve como objetivo avaliar a variabilidade de uma colegao de
enddfitos, do género Epicoccum (Epic), obtida a partir do lenho da videira e contribuir para a melhor compreensao das
interacdes que estabelecem in vitro com fungos patogénicos do lenho da videira. Com base em caracteristicas cultu-
rais e na sequenciagao de parte do gene da 3-tubulina (TUB2), os isolados foram agrupados em quatro grupos dentro
do complexo E. nigrum, que revelou ser um complexo de espécies cripticas. Para avaliacdo das interagdes Epic versus
fungos do lenho da videira, a colecao foi previamente testada contra um fungo “Botryosphaeriaceae”, tendo o isolado
Epic 2 surgido no grupo dos que revelaram atividade antagonista significativamente mais elevada (a= 0,05). Epic 2
inibiu também significativamente o crescimento micelial dos fungos do complexo da esca, Pa. chlamydospora (45,8%),
F. mediterranea (42,7%) e Pm. minimum (18,8%). Discutem-se os mecanismos de interagao entre enddfitos e fungos patogé-
nicos do lenho da videira, bem como o potencial apresentado por Epic 2 como antagonista.

Palavras-chave: antagonismo, controlo biologico, fungos do lenho da videira, Vitis vinifera.

ABSTRACT

Endophytes of the Epicoccum genus are often isolated from the grapevine wood associated or not with pathogenic
fungi such as Fomitiporia mediterranea, Phaeomoniella (Pa.) chlamydospora, Phaeoacremonium (Pm.) minimum (sin. Pm. aleo-
philum) and “Botryosphaeriaceae”. However, the effect of those endophytes on cohabiting grapevine wood fungi is
unknown. The present study aimed to evaluate the variability of a collection of endophytes, of Epicoccum (Epic) genus,
obtained from the grapevine wood and to contribute to a better understanding of the interactions that it establishes
with pathogenic fungi of grapevine, in vitro. Based on cultural characteristics and sequencing of part of the 3-tubulin
gene (TUB2), the isolates were grouped into four clusters within the E. nigrum complex, which proved to be a complex
of cryptic species. To evaluate the interactions between Epic and the grapevine trunk fungi, the collection was first
screened against a “Botryosphaeriaceae” fungus, the Epic 2 isolate appearing among those that showed significantly
higher antagonistic activity (a = 0.05). Epic 2 also inhibited significantly the mycelial growth of fungi from the esca
complex, Pa. chlamydospora (45.8%), F. mediterranea (42.7%) and Pm. minimum (18.8%). The mechanisms of interaction
between endophytes and pathogenic grapevine trunk fungi are discussed, as well as the potential presented by Epic 2
as an antagonist.

Keywords: antagonism, biological control, grapevine trunk fungi, Vitis vinifera.
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INTRODUCAO

Todas as plantas no seu habitat natural encontram-se
geralmente associadas a microrganismos enddfitos,
essencialmente bactérias e fungos (Pancher et al.,
2012), os quais sao considerados omnipresentes no
reino Plantae. Atualmente, o termo endéfito é utili-
zado para descrever microrganismos que podem
também colonizar raizes e rebentos, causando infe-
¢Oes assintomaticas e que durante o seu ciclo de vida
podem deixar de vir a exercer o papel de endofito
(Porras-Alfaro e Bayman, 2011) e passar a atuar como
agentes patogénicos durante o processo de senes-
céncia do hospedeiro (Aly et al., 2011). Os enddfitos
terdo coevoluido com as plantas (Kusari et al., 2012),
estabelecendo diferentes tipos de interagdes com o
hospedeiro, desde mutualismo, comensalismo, a
patogenicidade latente, saprofitismo latente e estados
iniciais de colonizagao (Shulz e Boyle, 2006; Porras-
-Alfaro e Bayman, 2011). Essas interagdes apresentam
uma elevada plasticidade fenotipica, em fungado do
genotipo, estadio de desenvolvimento e estado nutri-
cional do hospedeiro e de fatores ambientais (Shulz
e Boyle, 2006).

Todas as espécies de plantas possuem uma comu-
nidade endofitica que difere entre si, podendo
haver espécies/isolados dominantes para o mesmo
hospedeiro. Por sua vez, a composicdo da comu-
nidade endofitica pode diferir significativamente
para cada tipo de célula, tecido ou érgao da planta
(Arnold, 2005; Schulz e Boyle, 2006; Aly et al., 2011;
Porras-Alfaro e Bayman, 2011).

A entrada dos endofitos nos tecidos vegetais da-se
principalmente através de feridas e raizes secun-
darias laterais emergentes, podendo também pene-
trar via estomas, lenticulas e hidatodos. Contudo,
os fungos enddfitos sdao capazes de produzir
enzimas necessarias para penetrar e colonizar as
plantas hospedeiras (Chandra, 2012; Rajesh e Rai,
2013), permitindo que estes vivam simbioticamente
com a planta, e induzam mecanismos de defesa
da planta hospedeira contra agentes patogénicos
(Rajesh e Rai, 2013).

Uma vez no interior do hospedeiro, os endoéfitos
entram em estado de laténcia e assim podem
permanecer por um longo periodo ou por quase
todo o tempo de vida do hospedeiro, dependendo
das condi¢des ambientais existentes (Aly et al,
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2011). O equilibrio planta-enddfito pode ser alte-
rado por fatores bioticos e abidticos, que ativam
fatores de viruléncia dos fungos levando a pato-
genicidade, caso a defesa da planta diminua ou a
viruléncia do fungo aumente (Schulz e Boyle, 2006;
Chandra, 2012; Kusari et al., 2012). Alguns end6-
fitos nao patogénicos terdo tido origem a partir
de agentes patogénicos, bem como agentes pato-
génicos poderao ter evoluido a partir de enddfitos
(Porras-Alfaro e Bayman, 2011).

A videira alberga no seu interior uma grande
diversidade de fungos endofitos (Casieri et al., 2009;
Pancher et al., 2012). Estes podem desempenhar
um papel importante no equilibrio da comunidade
fangica na videira, como patogénios latentes ou
enddfitos de protegao, sendo que alguns podem ser
usados como agentes de controlo bioldgico (BCA).

Epicoccum nigrum Link é uma espécie omnipre-
sente, distribuida em varios paises dos continentes
europeu, asiatico e americano. Este fungo colo-
niza diferentes tipos de solos e inimeras espé-
cies de plantas com valor agronémico e medicinal
(Amrani et al,, 2014), apresentando vida saprofi-
tica, patogénica ou endofitica. E isolado frequen-
temente a partir da videira, isoladamente ou em
combinagdo com fungos patogénicos, designa-
damente com agentes causais das doengas do
lenho da videira, Fomitiporia mediterranea, Phaeo-
moniella  (Pa.) chlamydospora, Phaeoacremonium
(Pm.) minimum, espécies de Botryosphaeriaceae,
entre outros (Halleen et al., 2003; Bruez et al., 2014;
Carlucci et al., 2015), ndo se sabendo exatamente
o papel que E.nigrum desempenha na videira
(Kuntzmann et al., 2010). Ainda assim, E. nigrum é
conhecido por sintetizar varios compostos antimi-
crobianos, tais como epicorazinas A-B, epicoccinas
A-D, epicoccarinas A-B, epirodinas A-B, flavipina,
epipiridonas (Larena et al., 2005; Favaro ef al., 2012;
Amrani et al., 2014), e demonstrar atividade anta-
gonista em relagao a diversos fungos e oomicetas
fitopatogénicos, noutros hospedeiros, nomeada-
mente em relacao a Ceratocystis paradoxa, Colleto-
trichum falcatum, Fusarium verticillioides, Monilinia
laxa, Phythophthora sp. e Sclerotinia sclerotiorum
(Larena et al., 2005; Favaro et al., 2012).

Também os fungos mais frequentemente envol-
vidos na sindrome vascular do complexo da
“esca” da videira, na Europa Pm. minimum e Pa.



chlamydospora, podem viver assintomaticamente
parte do seu ciclo de vida na planta mas, em algum
momento, modificam o seu comportamento e
tornam-se patogénicos (Mugnai et al., 1999; Graniti
et al., 2000; Edwards e Pascoe, 2004; Slippers e
Wingfield, 2007, Casieri etal., 2009; Hofstetter
et al., 2012; Block et al.,, 2013; Ammad et al., 2014).
No entanto, pouco se conhece sobre os meca-
nismos que desencadeiam a transi¢ao do modo de
vida endofitico para o patogénico. Para Hofstetter
et al. (2012), os fungos associados a “esca” nao serao
agentes patogénicos verdadeiros, mas provavel-
mente enddfitos verdadeiros ou saprdfitas latentes,
ou saprofitas nao-especificos que fazem parte de
uma comunidade especializada na decomposigao
de madeira senescente ou matéria lenhosa morta.

Em Portugal, o isolamento de fungos do género
Epicoccum associados ao lenho da videira é muito
frequente, seja a partir de plantas doentes seja de
plantas aparentemente sas. Os isolados obtidos
revelam elevada variabilidade morfologica e
cultural, sendo dificil o respetivo enquadramento
especifico. Por outro lado, desconhece-se que
papel desempenham na comunidade fangica que
habita a videira (micobioma). Assim, foram obje-
tivos do presente trabalho (a) a caracterizagao
de uma colegao de fungos do género Epicoccum,
obtida a partir do lenho da videira e (b) a avaliagao
preliminar dos efeitos produzidos por isolados
do complexo E. nigrum em fungos associados a

doengas do lenho da videira, com énfase para os
envolvidos no complexo da “esca”.

MATERIAL E METODOS

Caracterizagio de endéfitos da videira do género
Epicoccum

Estudaram-se 16 isolados do género Epicoccum,
obtidos a partir do lenho da videira, cujos dados
de passaporte se encontram descritos no Quadro 1.

Os isolados mantidos em micoteca, no Labora-
torio de Patologia Vegetal (DCEB/ISA), em tubos
contendo PDA (Gelose de Batata Dextrosada,
BD-Difco, E.U.A.), a temperatura de 4 °C, na obscu-
ridade, foram transferidos para placas de Petri de
poliestireno (90 mm de didmetro) contendo meio de
PDA e incubados a 25 °C na obscuridade, durante
10 dias. Findo esse periodo, e porque a maioria
das culturas nado esporulou, procedeu-se a purifi-
cacao das culturas pelo método de hifa tinica, com
recurso a uma lupa binocular, para meio de PDA.

As caracteristicas culturais dos isolados de
Epicoccum (aspeto cultural, densidade, frente de
crescimento, transparéncia, zonagem, pigmentos)
foram avaliadas nos seguintes meios de cultura
solidos: PDA, gelose de extrato de malte (Malt
Extract Agar — MEA, BD-Difco, Detroit, E.U.A),

Quadro 1 - Isolados de Epicoccum sp. em estudo isolados de videira: data de obtencao, casta, local de colheita e coletor

Isolado Data Casta de Videira Localidade Coletor

Epic 1 2010 desconhecida Torres Vedras T. Nascimento
Epic 2 2012 Touriga Nacional Lisboa (ISA) T. Santos Coletto
Epic3 2013 Antao Vaz Montemor-o-Novo P. Reis

Epic 4 2013 Casta Tinta Tavira T. Nascimento
Epic 5 2013 Boal Espanha Tavira T. Nascimento
Epic 6 2013 Deliciosa Tavira T. Nascimento
Epic7 2013 Gouveio Tavira T. Nascimento
Epic 8 2013 Boal Branco Tavira T. Nascimento
Epic9 2013 Sauvignan Blanc Tavira T. Nascimento
Epic 10 2013 Mourisco Preto do Algarve Tavira T. Nascimento
Epic11 2013 Camarate Tavira T. Nascimento
Epic 12 2013 Formosa Tavira T. Nascimento
Epic 13 2013 Almenhaca Tavira T. Nascimento
Epic 14 2013 Boal Preto Tavira T. Nascimento
Epic 15 2013 Montepila Tavira T. Nascimento
Epic 16 2013 Carignan Tavira T. Nascimento
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gelose de Czapeck-Dox (BD-Difco, E.U.A.) e gelose
de aveia (Oatmeal Agar — OA, BD-Difco, E.U.A),
apos um periodo de incubagao a 28 °C, na obscu-
ridade, durante 20 dias (Favaro et al., 2011). A colo-
ragdo das coldnias (frente e verso) foi determinada
por comparagdo com as constantes da carta de
cores de Rayner (1970). O crescimento micelial de
cada um dos isolados foi avaliado ao fim de 12 dias
de incubacdo, antes das culturas atingirem o bordo
das placas. Para o efeito, foi efetuada a medigao do
diametro de cada uma das coldnias, segundo dois
eixos ortogonais, e calculada a média aritmética
dos valores obtidos para cada isolado e repeticao
(trés por isolado). Os resultados do crescimento
micelial foram analisados estatisticamente, através
da Analise de Variancia (ANOVA) a um fator
(isolado) e as médias comparadas com recurso ao
teste de Tukey (a= 0,05) no programa Statistica 7.0
(StatSoft).

Para a identificagdo molecular dos isolados em
estudo, incluiram-se trés isolados de referéncia
pertencentes a colecdo do CBS-KNAW, Wester-
dijk  Fungal Biodiversity Institute, Holanda:
CBS 173.38, Epicoccum nigrum, ex-type strain of
Epicoccum mezzetti Goid.; CBS 173.73, Epicoccum
nigrum, ex-type strain of Phoma epicoccina Punith.,
M.C. Tulloch & C.M. Leach e CBS 246.60, Epicoccum
pimprinum, ex-type of Phoma pimprina P. N. Mathur,
S. K. Menon & Thirum.

O DNA fangico foi extraido utilizando o proto-
colo descrito por Cenis (1992), com adaptagoes
de Nascimento ef al. (2001). A analise do DNA foi
determinada com base na sequenciacao de parte
do gene da (-tubulina (TUB2). Foram utilizados
os “primers” Tl e T2 de O’Donnell e Cigelnik
(1997). As reagdes de PCR foram preparadas com
um volume final de 30 pL, utilizando 32 pM de
cada dNTP, 0,16 uM de cada “primer”, 1,0 U de
Taq DNA polimerase (Dream Taq, Thermo Fisher
Scientific, Lituania) e 3 uL. de DNA previamente
diluido a concentracao de 10 ng/uL. A reagao
PCR decorreu num termociclador S1000 (Bio-
Rad, E.U.A) com o seguinte programa: pré-des-
naturagao a 94 °C, durante 5 min, seguida de 40
ciclos de 30 s a 94 °C (desnaturacao), 30 s a 58 °C
(emparelhamento), 1 min. e 30 s a 72 °C (extensao),
terminando com um periodo de extensao final
de 10 min a 72 °C. Os produtos de PCR foram
confirmados por eletroforese em gel de agarose
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(Invitrogen, E.U.A.) e sequenciados pela StabVida
(Portugal). Assequéncias foram assembladas e
editadas para resolver ambiguidades utilizando
o modulo SeqMan 5.05 do programa DNASTAR
(Lasergene, E.U.A.). Assequéncias dos isolados
em estudo, juntamente com outras sequéncias
TUB2 de Epicoccum spp. obtidas do GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), foram alinhadas
utilizando o MUSCLE no programa MEGA 6.06
(Tamura et al, 2013) e o alinhamento final foi
posteriormente ajustado manualmente.

A andlise filogenética foi implementada no MEGA
6.06, utilizando a maxima parciménia com o algo-
ritmo “subtree-pruning-regrafting”, os “gaps” e
os dados em falta foram tratados como “complete
deletions”. A robustez da topologia foi avaliada
por 1000 replicagdes de bootstrap (Felsenstein,
1985). Foram também calculadas as medidas da
maxima parcimoénia tais como o comprimento da
arvore (TL), o indice de consisténcia (CI), o indice
de retencao (RI) e o indice de consisténcia reesca-
lonado (RC). A espécie Epicoccum sorghinum (CBS
179.80 e CBS 627.68) foi utilizada para “enraizar” a
arvore obtida.

Interagdo entre Epicoccum nigrum e fungos
do lenho da videira

Estudaram-se no total quatro fungos do lenho
da videira, “Botryosphaeria” sp., Pm. minimum e
F. mediterranea (isolados obtidos em Portugal) e
Pa. chlamydospora (CBS 161.90). Os fungos encon-
travam-se conservados em micoteca, tal como
descrito anteriormente para Epicoccum.

Nos estudos de interagao pelo método de cultura
pareada, testaram-se os 16 isolados do género
Epicoccum, em relacdo a um isolado de “Botryos-
phaeria” sp. (Quadro 1). Retiraram-se discos mice-
liais (4 mm de didmetro) de cada um dos fungos
a confrontar, que se transferiram para placas de
Petri contendo 15 mL de PDA, posicionando-os em
locais opostos, afastados entre si cerca de 40 mm
e 25 mm do bordo da placa (culturas pareadas).
As placas foram incubadas a 25 °C sob obscuri-
dade durante trés dias, e para cada combinacao
“Botryosphaeria” sp. x Epicoccum spp. foram reali-
zadas duas repeti¢gdes. O crescimento micelial
foi avaliado pela medicao de dois raios de cada



uma das coldonias, um em direcao a extremidade
da placa (r1) e outro em direcdo ao fungo em
confronto (r2). A inibi¢do do crescimento micelial,
expressa em percentagem, foi calculada através
da férmula de Fokkema: I (%)=(rl-r2)/rl x 100
(Fokkema, 1973). Os resultados foram analisados
estatisticamente (programa Statistica 7.0, StatSoft),
através da ANOVA a um fator para um nivel de
significancia de 0,05, uma vez que nao se obser-
varam viola¢des ao pressuposto do modelo linear
(dados ndo mostrados). A comparagao das médias do
crescimento micelial foi realizada com recurso ao
teste de Tukey (a=0,05).

No estudo da interacao Epicoccum x fungos do
complexo da esca (Pa. chlamydospora, Pm. minimum
e F. mediterranea), selecionou-se apenas um dos
isolados do género Epicoccum (Epic2), que se enqua-
drou no grupo que proporcionou maior poder de
inibigao sobre “Botryosphaeria” sp.

A preparacao das culturas pareadas Epicoccum x
fungo do complexo da esca, o método de inocu-
lacdo e as condi¢des de incubag¢do foram em tudo
iguais as descritas para a interagao Epicoccum spp.
x Botryosphaeria sp.; exceto a duragao do periodo
de incubagao, que se prolongou por 14 dias. Reali-
zaram-se cinco repeti¢des de cada uma das combi-
nagdes (Epic 2 x fungo do complexo da esca) e os
resultados foram avaliados e analisados estatisti-
camente aos 7 e 14 dias de crescimento, tal como
descrito anteriormente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagdo de endéfitos da videira do género
Epicoccum

A andlise das caracteristicas culturais da cole¢ao de
fungos do género Epicoccum indica a impossibilidade
de agrupar as diferentes culturas em morfotipos,
com exceg¢ao para os isolados Epic 7 e Epic 8, que
apresentaram as mesmas caracteristicas culturais
nos meios de PDA e Czapeck-Dox, podendo dessa
forma ser inseridos num mesmo grupo.

Em PDA, com excecao de Epic 3, Epic 5, Epic 13,
Epic 15-16, os demais isolados revelaram aspeto
cultural compativel com a espécie Epicoccum
nigrum, usualmente caracterizada por coloracao

proxima do “orange” (frente da coldnia) e variando
o reverso de “orange” a “dark red”, além da frente
de crescimento irregular e da presenca de pigmento
difundivel no meio de cultura (Bonnell e Levetin,
1981; Favaro et al., 2011) (Figura 1). Ainda assim, a
auséncia de esporulacdo nas culturas estudadas
dificultou a identificagdo da espécie, com base nas
caracteristicas morfoldgicas. A variabilidade de
E. nigrum no que respeita a capacidade de esporu-
lagao é conhecida, e esta dependente dos nutrientes
disponiveis no meio de cultura (Bonnell e Levetin,
1981), do fotoperiodo e de caracteristicas intrin-
secas ao isolado, havendo alguns que sdao absolu-
tamente dependentes de um periodo de exposigao
a luz para iniciarem a esporulagao, em particular
em meio de PDA (Bonnell e Levetin, 1982). Estes
aspetos deverao ser tomados em consideracdao em
trabalhos futuros.

O aspeto cultural dos isolados apresentou-se visi-
velmente alterado em MEA, variando a densidade
da colénia de média a fraca e a coloracdo entre
"buff” a “cinnamon”, distinguindo-se os isolados
Epic 9 (“chestnut”), Epic 10 (“orange”) e Epic 15
(“orange” a “cinnamon”) (Figura 1). O meio MEA
revelou-se o menos diferenciador das caracteris-
ticas culturais de Epicoccum, comparativamente
aos restantes.

Em meio Czapeck-Dox, a coloragao dos isolados foi

VZAm7;

muito variavel, entre "buff”, “isabelline”, “orange”,
“sepia”, "olivaceous” a “brick”; a frente de cresci-
mento apresentou-se maioritariamente irregular,
com excecao para Epic 3, Epic 6-8, Epic 15-16, e nao
foi observada zonagem nas culturas. Pela variabi-
lidade observada, este meio nao permitiu agrupar
isolados, ao contrario do referido por Favaro et al.
(2011) para o meio Czapeck-Dox (Figura 1). Ainda
assim, a composi¢ao dos dois meios de cultura nao
€ exatamente coincidente.

Todos os isolados apresentaram em meio OA uma
densidade da colonia maioritariamente forte, ou
média/forte, com excegao do isolado Epic 14; a
frente de crescimento foi maioritariamente regular,
zonagem ausente, exceto em Epic 6 e Epic9 e a colo-
ragao das culturas foi muito variavel (Figura 1).
Pela variabilidade observada, o meio OA também
nao se revelou muito adequado para identificar
grupos na espécie ou complexo E. nigrum.

Coletto et al., Interagao Epicoccum nigrum x fungos do lenho da videira 71



PDA MEA Czapeck-Dox

Epic 1

Epic 2

Epic 3

Epic 4

Epic 6

Epic 7

Epic 8

72 Revista de Ciéncias Agrdrias, 2018, 41(Especial): 67-81



Epic @

Epic 10

Epic 11

Epic 12

Epic 13

Epic 14

Epic 15

Epic 16

SIOR ] | el

. - E

Figura 1 - Culturas de Epicoccum spp. (Epic), em meio de PDA, MEA, Czapeck-Dox e OA; ao fim de 20 dias, sob condicdes de
obscuridade e temperatura de 28 0C. Devido a contaminacao, a cultura Epic 14 em OA nao consta na figura acima.
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Para efeitos da caracterizagdo da cole¢do em
estudo, com base no crescimento micelial dos 16
isolados do género Epicoccum em diferentes meios
de cultura (PDA, MEA, Czapeck-Dox e OA) e a
temperatura de 28 °C, a ANOVA dos resultados
revelou diferencgas significativas entre isolados
(P<0,05), para cada um dos meios de cultura.
A comparagao das médias do crescimento micelial
evidenciou um grupo de isolados com menor
crescimento, a diferir significativamente de outro
grupo com maior crescimento (Figura 2).

Em meio de PDA, o diametro das colénias de
Epicoccum variou entre 18 e 73 mm. O meio de PDA
foi um dos que permitiu melhor agrupamento
dos isolados, com Epic 13 a apresentar maior
crescimento micelial, ainda assim a ndo diferir
significativamente de Epic 3 e Epic 5. No meio
MEA, o diametro das coldnias variou entre 25

e 77 mm. Oisolado Epic 3 foi o que apresentou
maior crescimento micelial, nao diferindo
significativamente de Epic 13 e Epic 16. Em OA
o crescimento micelial variou entre 39 e 77 mm,
sendo que Epic 3-4 e Epic 9 demonstraram as
médias de crescimento mais elevadas, ainda assim
nao diferindo significativamente das apresentadas
pelos isolados Epic 2, Epic 5 e Epic 11. No meio
Czapeck-Dox, o crescimento dos isolados variou
entre 15 e 80 mm, com os isolados Epic 2-3, Epic
5, Epic 9, Epic 11, Epic 13 e Epic 16 a apresentarem
as médias mais elevadas, nao diferindo
significativamente entre si, nem de Epic 4.

Em resumo, no meio de PDA destacaram-se
sete isolados com crescimento reduzido (Epic 1,
6-8, 10, 12 e 15). Em meio de MEA surgiram seis
isolados com idéntico comportamento (Epic 1,
6, 7, 10, 14 e 15) e em meio de OA destacaram-se

Epicoccum spp. em meio de PDA

Epicoccum spp. em meio de MEA

=90
E

E 80
E?O
560
S 50
%40

Figura 2 - Crescimento micelial de 16 isolados de Epicoccum spp., obtidos de videira, em diferentes meios de cultura, apés 12
dias de incubagdo na obscuridade, a temperatura de 28 0C. Para cada meio de cultura, colunas seguidas por letras
distintas diferem significativamente entre si para a=0,05 (teste de Tukey).
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novamente sete isolados com crescimento redu-
zido (Epic 1, 6, 7, 10, 12, 14 e 15), que coincide com
o grupo anterior mais o isolado Epic 12, também
discriminado em meio de PDA. No que se refere
ao meio Czapeck-Dox, destacaram-se sobretudo
os isolados com maior crescimento micelial (Epic
2,3,5,9 11, 13 e 16), a ndo diferirem significativa-
mente de Epic 4.

A espécie E. nigrum é conhecida por apresentar
elevada variabilidade morfologica e cultural (Schol-
-Schwarz, 1959; Kilpatrick e Chilvers, 1981; Arenal
et al., 2002). Tais caracteristicas podem variar com
fatores ambientais e condi¢des de cultura, como a
temperatura e a composicao do meio em nutrientes
(Bonnell e Levetin, 1981). No entanto, estas dife-
rentes caracteristicas dos isolados tém sido confun-
didas com variagao intraespecifica (Favaro et al.,
2011), o que pode ter levado a erros na identificagao
de isolados da espécie E. nigrum, caso esta englobe
diferentes espécies cripticas.

Os resultados obtidos no presente estudo corro-
boram essa variabilidade, nomeadamente entre os
isolados de Epicoccum (E. nigrum) provenientes de
um mesmo hospedeiro (V. vinifera) e de uma mesma
regiao geografica (Tavira, Portugal), como é o caso
dos isolados Epic 4 a 16. Ainda assim, para inferir
se essa variabilidade é de natureza intraespecifica,
equivalendo a presenga de diferentes gendtipos
na mesma espécie, ou se é de natureza interespe-
cifica, correspondendo a diferentes espécies em
E. nigrum, é essencial o uso de uma abordagem
polifasica, com recurso a diferentes marcadores,
desde morfoculturais, fisioldgicos aos moleculares
(Favaro et al., 2011).

A caracterizacao molecular dos isolados de
Epicoccum spp. foi levada a efeito usando sequén-
cias de parte do gene da B-tubulina (TUB2), por se
ter revelado em trabalhos anteriores tao discrimi-
nante quanto a regiado ITS1-5.85-ITS2 (Favaro et al.,
2011). A analise filogenética das sequéncias TUB2
dos isolados de Epicoccum em estudo, juntamente
com sequéncias do mesmo gene de Epicoccum spp.
obtidas do GenBank, permitiu agrupar os isolados
em quatro grupos dentro do complexo E. nigrum,
0 que sugere estarmos perante um complexo de
espécies (Figura 3).

O isolado Epic 1 agrupa com o isolado de refe-
réncia CBS 173.38, que é o isolado-tipo de
E. mezzettii, atualmente considerado sinénimo
de E. nigrum. Os isolados Epic 6-9 encontram-se
numa posicao basal ao grupo que contém o isolado
de referéncia CBS 173.73 para Phoma epicoccina,
atualmente designado E. nigrum. Os isolados Epic
2-4, Epic 10-14 e Epic 16 encontram-se agrupados
no mesmo grupo com um valor de bootstrap de
78%, sendo que o isolado Epic 10 é distinto dos
restantes desse grupo. O isolado Epic 15 ¢ filoge-
neticamente préximo dos isolados CE 7; CE 12, CE
24 e CE27 obtidos do GenBank. O grupo formado
por estes isolados apresenta um valor de bootstrap
de apenas 30%. Nenhum dos isolados em estudo
agrupou com as espécies Epicoccum pimprinum (sin.
Phoma pimprina) ou Epicoccum sorghi (sin. Phyllos-
ticta sorghina), as quais, em conjunto com E. nigrum,
formam o grupo M-Epicoccum na familia Didymel-
laceae (Aveskamp et al., 2010). A analise de parci-
monia de 286 carateres resultou em duas arvores
mais parcimoniosas (TL = 55 passos; CI = 0,673469;
RI=0,926606; e RC=0,657048), a primeira das quais
¢ apresentada na Figura 3.

A caracterizacao molecular da colecado de E. nigrum
obtida de videira, ainda que baseada apenas na
sequenciacao do gene TUB2, aponta como hipotese
mais plausivel que E. nigrum seja um complexo
de espécies, conforme explicado anteriormente.
Também o estudo realizado por Favaro et al. (2011),
com isolados de cana-de-agtcar, revelou a presenga
inequivoca de dois grupos de isolados que, apesar
de identificados como E. nigrum no GenBank,
corresponderdo a duas espécies distintas, a neces-
sitar de resolucao/identificacdo. Para que esta
possa ser levada a efeito, serao necessarios estudos
mais aprofundados, com recurso a uma andlise
multigénica.

A correta identificacdo de espécies no complexo
E. nigrum é muito importante, ndo por simples
curiosidade sistematica mas porque, englobando
distintos isolados com potencial para controlo
bioldgico contra diversas doengas e em diversas
culturas (Elmer et al., 2001; Elmer e Reglinski, 2006),
¢ essencial conhecer-se que linhagem, espécie ou
espécies apresentam esse potencial (Favaro et al.,
2011).
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Figura 3 - Uma de duas mais parcimoniosas arvores obtidas do alinhamento das sequéncias de 3-tubulina 2 dos 16 isolados
em estudo, bem como das sequéncias Epicoccum spp. obtidas do GenBank. A arvore foi enraizada utilizando dois
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Interacio entre Epicoccum nigrum e fungos do
lenho da videira

Os fungos Botryosphaeriaceae sdao importantes
agentes patogénicos da videira e, comparativa-
mente a outros fungos do lenho, tém crescimento
micelial muito rapido. Em regra, sobrepdem-se
aos restantes fungos do lenho da videira. Neste
trabalho admitiu-se que, idealmente, o isolado do
género Epicoccum a selecionar, contra os fungos
envolvidos no complexo da esca, deveria ter igual-
mente algum poder de inibicdo sobre fungos
Botryosphaeriaceae. Para o efeito, antes de sele-
cionar o isolado de Epicoccum a testar contra os
restantes fungos do lenho, testou-se toda a colegao
relativamente a um isolado de “Botryosphaeria” sp.

Os resultados apurados permitiram confirmar
a existéncia de diferencas significativas entre
isolados de Epicoccum, relativamente a “Botryos-
phaeria” sp. (P<0,05), com evidéncia de um efeito
inibidor mais acentuado, ainda que modesto, para
os isolados Epic 2, Epic 3 e Epic 13, que nao dife-
riram significativamente entre si, nem da maioria
dos restantes isolados (Figura 4).

E de notar que sobretudo Epic 6 revelou tendéncia
para favorecer o crescimento micelial de “Botryos-
phaeria” sp. O crescimento muito rapido deste
fungo, associado ao facto de formar abundante
micélio aéreo, dificultou as leituras deste ensaio,
aumentando a probabilidade de erro, pelo que as

Inibi¢io de "Botryosphaeria" sp. por Epicoccum spp.

Inibicdo de crescimento (%)

5 L
-

Epic 2
Epic 12
Epic 4
Epic 8
Epic 5
Epic 11
Epic 16
Epic 9
Epic IS
Epic 14
Epic 10
Epic |
Epic 6

Epic 3
Epic 13

Figura 4 - Efeito de fungos do género Epicoccum (Epic
1-16) na inibicdo do crescimento micelial de
“Botryosphaeria”sp., ap6s incubacdo durante 72 h
na obscuridade, a temperatura de 25 0C, em meio
de cultura PDA (colunas seguidas da mesma letra,
ndo diferem significativamente entre si para a =
0,05, teste de Tukey).

variancias associadas as médias foram elevadas.
Assim se explica que os isolados de Epicoccum com
comportamento intermédio nao tenham diferido
significativamente nem dos melhores nem dos
piores.

Face aos resultados obtidos, selecionou-se o isolado
Epic 2, obtido de “Touriga Nacional” (Quadro 1),
para prosseguimento dos ensaios de antagonismo.

Os resultados do estudo de interacdao Epicoccum
(isolado Epic 2) versus os principais fungos envol-
vidos no complexo da esca da videira, Pa. chlamydos-
pora, Pm. minimum e F. mediterranea, foramregistados
ao fim de 7 e 14 dias de incubacao. Inicialmente (7
dias), Epicoccum inibiu significativamente o cres-
cimento micelial de F. mediterranea (Figura 5), mas
essa inibicdo ndo foi significativamente diferente
da produzida sobre Pa. chlamydospora que, por sua
vez, nao diferiu da observada relativamente a Pm.
minimum. Posteriormente (14 dias), os efeitos foram
mais evidentes, sendo todos os fungos inibidos
por Epicoccum, ainda assim, com um efeito menos
significativo sobre Pm. minimum (Figura 5).

A inibicdo de Pa. chlamydospora por Epic 2 pode
ser devida a produgao de metabolitos secundarios
produzidos por Epic 2 (antibiose), sendo este um
dos mecanismos de antagonismo descritos em inte-
ragdes fungicas envolvendo Epicoccum, ou seja, o
antagonista nao € afetado, mas origina reducao de
crescimento (ou morte) da espécie antagonizada.

Inibicio de fungos envolvidos na esca por Epicoccum sp.

7 dias de incubagio 14 dias de incubagiio

N
a
40
a
b
20 ab
0 |

b
-10
F. mediterranea Pa Pm. minimum  F. mediterranea Pa
chlamydospora chlamydospora

Inibi¢do do crescimento (%)
w
8

Pm. minimum

Figura 5 - Inibicdo do crescimento micelial de Fomitiporia
mediterranea, Phaeomoniella chlamydospora e
Phaeoacremonium minimum, em cultura pareada.
Cada um dos fungos foi confrontado com Epic 2. As
culturas cresceram durante 7 e 14 dias em meio de
cultura PDA, na obscuridade a temperatura de 25
0C. Letras diferentes a afetar cada uma das colunas
representam diferencas significativas para a=0,05
(teste de Tukey).
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Os efeitos de Epicoccum sobre Pa. chlamydospora
parecem mesmo ter afetado a cultura para além da
zona de proximidade Epicoccum/Pa. chlamydospora
(r1), uma vez que se observou um halo de inibigao
em torno deste ultimo fungo. Para confirmar
esta hipoétese, foi realizada uma ANOVA, compa-
rando o crescimento de Pa. chlamydospora, ao fim
de 14 dias de incubagdo, quando confrontado
com ele mesmo (controlo) e com Epicoccum, o que
permitiu verificar que o valor médio de rl, ainda
que ligeiramente, diferiu significativamente numa
e noutra condicao de ensaio (F=7,2; P= 0,02778), o
que comprova que o efeito de inibi¢ao se estendeu
a toda a colonia (Figura 6).

A inibicao de F. mediterranea por Epicoccum
aparenta tratar-se, sobretudo, de um mecanismo
de competicdo pelo espago e nutrientes, onde
Epic 2 parece travar o crescimento de F. medi-
terranea (Figura 6). Ainda assim, a margem da
colonia de cada um dos fungos nao se confronta
em toda a sua extensao, havendo a possibilidade
de Epicoccum estar a exercer alguma acao de anta-
gonismo sobre o fungo patogénico. De salientar
que nao se verificaram diferencas significativas
de crescimento entre os valores de rl de Fomiti-
poria x Fomitiporia (controlo) e os de Fomitiporia x
Epicoccum (F=0,167; P=0,6938).

Os efeitos de Epic 2 sobre Pm. minimum sao mais
complexos. Aparentemente, no inicio do ensaio
(7 dias) o antagonista pareceu favorecer o cresci-
mento de Pm. minimum, o que nao foi comprovado
estatisticamente, pois esse ligeiro favorecimento
nao diferiu significativamente da inibigao produ-
zida sobre Pa. chlamydospora, ao fim de igual
periodo de incubagao, tal como foi evidenciado
na Figura 5. A circunstancia de ambos os fungos
patogénicos terem crescimento muito lento explica
a dificuldade na determinacao do crescimento
exato de cada um dos fungos, para um periodo de
incubacao tdao curto. Decorridos 14 dias de incu-
bagao, verificou-se que Epic 2 inibia efetivamente
Pm. minimum, tanto mais que o valor de rl, nestas
condig¢des, nao diferiu significativamente do valor
de rl, quando Pm. minimum foi confrontado com
ele proprio (F=1,00; P=0,3466). Por conseguinte, a
inibi¢ao de Pm. minimum, parece ter resultado de
uma conjugacao de mecanismos de competicao e
antibiose (Figura 6).

78 Revista de Ciéncias Agrdrias, 2018, 41(Especial): 67-81

Figura 6 - Inibicao do crescimento micelial de Phaeomoniella

chlamydospora, ~ Fomitiporia  mediterranea e
Phaeoacremonium minimum, em cultura pareada
com Epicoccum sp. (Epic 2), ao fim de 14 dias de
incubacdo em meio de cultura PDA, na obscuridade
a temperatura de 25 oC.

Intimeros compostos produzidos por E. nigrum
encontram-se descritos na literatura como
possuindo acdo antimicrobiana. Dentre os melhor
caracterizados, salientam-se a flavipina e as
epicorazina A e B, que tém revelado efeitos posi-
tivos no controlo biologico de Monilinia spp. e de
diversos oomicetas, designadamente pertencentes
aos géneros Pythium e Phytophthora. Por sua vez,
a flavipina, para além da agao anti-fungica, tem
demonstrado igualmente a¢ao antagonista contra
inimeras bactérias fitopatogénicas (Madrigal
et al., 1991; Favaro et al., 2012), revelando um amplo
espetro de acdo e o potencial interesse para o
controlo bioldgico de uma vasta gama de orga-
nismos fitopatogénicos.

Para além do mecanismo de antibiose, a compe-
ticao entre Epicoccum e fungos patogénicos € igual-
mente relatada na literatura, entre outros, como no
caso de Botrytis cinerea em feijoeiro (Hannusch e
Boland, 1996) ou Fusarium graminearum em graos
de trigo e in vitro (Jensen et al., 2016).

Em videira, é conhecida a agdo antagonista de
fungos do género Epicoccum em relagao a Plasmo-
para viticola (Kortekamp, 1997) e a B. cinerea (Elmer
e Reglinski, 2006). Também se sabe que fungos do
género Epicoccum sao frequentemente isolados do
lenho da videira, admitindo-se que possam atuar
como agentes de controlo biolégico (Pancher et al.,
2012; Bruez et al., 2014). Ainda assim, desconhece-se
com exatiddao o mecanismo de agao e o seu papel
na comunidade fiingica que com eles habitam.

Também se encontra relatado o possivel efeito
de E. nigrum (a par de Aureobasidium pullulans) na
recuperagao natural de castas de videira afetadas
pelo fitoplasma causador da Flavescéncia Dourada
(Martini et al., 2009).



Relativamente aos fungos do lenho da videira,
apesar de espécies do género Epicoccum (maio-
ritariamente referidas como E. nigrum) serem
frequentemente isoladas quer de videiras doentes
quer de videiras sas (Pancher et al., 2012; Bruez
et al., 2014), ndao existem estudos sobre as rela-
¢Oes que se estabelecem entre estes endofitos e os
agentes causais das doengas do lenho. No decurso
do presente estudo foi igualmente isolado
Epicoccum do lenho da videira, sendo Epic 2 um
exemplo de isolado obtido de varas de videira
aparentemente sas.

A crescente restrigao legal a utilizacdo da luta
quimica no controlo dos inimigos das culturas,
por motivos de toxicidade para o homem, animais
e para o ambiente, justifica que se desenvolvam
alternativas viaveis aos produtos quimicos de
sintese, baseadas em praticas culturais adequadas,
mas também recorrendo a organismos de controlo
bioldgico ou a produtos resultantes do seu meta-
bolismo secundario. Face aos resultados apurados
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