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RESUMO

Fungos endofiticos residem assintomaticamente na planta colonizando os tecidos internos
durante algum momento do ciclo de vida. Plantas medicinais, como Schinus terebinthifolius,
despertam interesse quanto as comunidades endofiticas pela relagdo entre suas propriedades e
as de seus endofitos, contudo ainda é pouco estudada. Os objetivos deste trabalho foram isolar
fungos endofiticos de S. terebinthifolius e caracteriza-los quanto a capacidade de inibir fungos
filamentosos e leveduras patogénicos ao homem através de testes em meios sélido e liquido.
Foram realizadas duas coletas, julho/2010 e fevereiro/2011 nos Campi da Universidade
Federal de Pernambuco e da Universidade Federal Rural de Pernambuco, utilizando duas
temperaturas de isolamento, 28°C e 18°C em &gar batata dextrose. Dos 960 fragmentos
analisados, 364 (37,92%) foram colonizados, sendo isolados 397 fungos. Maiores frequéncias
de colonizacdo foram de Guignardia bidwellii (25,94%), Colletotrichum gloeosporioides
(9,17%), Phyllosticta sp. (1,88%) e Phomopsis spp. (1,46%). N&o houve diferenca
significativa, isoladamente ou combinadas, relacionando o nimero de fragmentos colonizados
e de isolados em relacdo as variaveis area, periodo de coleta e temperatura de isolamento.
Dentre os fungos, G. bidwelli e C. gloeosporioides apresentaram médias significativamente
maiores do que os demais isolados. Houve diferenca significativa, entre o nimero de isolados
de cada espécie, e entre estes e as variaveis periodo e area. Fungos endofiticos como G.
bidwellii, C. gloeosporioides e a morfoespécie 1 de S. terebinthifolius apresentaram atividade

antifangica contra dermatofitos e leveduras de interesse médico.

Palavras-chave: Fungos endofiticos. Schinus terebinthifolius. Atividade antifungica.



ABSTRACT

Endophytic fungi live asymptomatically in plant colonizing the internal tissues some time
during their life cycle. Medicinal plants such as Schinus terebinthifolius, arouse interest in
endophytic communities by relationship between their properties and their endophytes,
however it is still little studied. The objectives of this study was to isolate endophytic fungi
from S. terebinthifolius and characterized them for their ability to inhibit molds and yeasts
pathogenic to humans through testing in solid and liquid media. There were two collections,
in July/2010 and February/2011 from Campi of Federal University of Pernambuco and Rural
Federal University of Pernambuco, using two insulation temperature, 28 °C and 18 °C in
potato dextrose agar. Of the 960 fragments analyzed, 364 (37.92%) were colonized, 397 fungi
were isolated. Higher colonization frequencies were Guignardia bidwellii (25.94%),
Colletotrichum gloeosporioides (9.17%), Phyllosticta sp. (1.88%) and Phomopsis spp.
(1.46%). There was no significant difference, either alone or combined, relating the number of
fragments colonized and isolated in relation to variables area, collection period and insulation
temperature. Among the fungi, G. bidwelli and C. gloeosporioides showed significantly
higher averages than the other strains. There was significant difference between the number of
isolates of each species, and between these variables and the period and area. Endophytic
fungi as G. bidwellii, C. gloeosporioides and morphospecies 1 from S. terebinthifolius showed

antifungal activity against dermatophytes and yeasts of medical interest.

Keywords: Fungal endophytes. Schinus terebinthifolius. Antifungal activity.
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1 INTRODUCAO

As estimativas apontam que existam cerca de 1,5 milhdo de espécies de fungos no
mundo, embora o nimero de espécies conhecidas seja de 74 mil. Esses dados baseiam-se na
quantidade de espécies de plantas e insetos existentes no planeta e na grande diversidade de
fungos isolados a partir destas amostras, incluindo uma grande quantidade de espécies novas e
ndo identificadas (HAWKSWORTH, 2001).

Os fungos endofiticos figuram entre aqueles associados as plantas de maneira
assintomatica (PETRINI, 1991) e, embora venham sendo muito estudados nas regifes
temperadas, ainda existem muitas lacunas a respeito do seu estudo em ambientes tropicais, 0S
quais s6 recentemente vém sendo melhor analisados. Contudo os dados obtidos mostram que
0s hospedeiros tropicais abrigam uma grande diversidade de micro-organismos endofiticos,
muitos destes ainda nédo classificados e possivelmente pertencentes a novos géneros e espécies
(AZEVEDO et al., 2000).

Nas ultimas décadas pode-se observar a crescente importancia desse grupo com relagéo
a producdo de metabolitos secundarios, entre 0s quais se destacam substancias bioativas de
grande potencial biotecnologico podendo vir a prover diferentes areas da economia como a
industria farmacéutica com subsidios para novas descobertas, com a vantagem de controlar
melhor as condicdes de cultivo (LACAVA; SEBASTIANES; AZEVEDO, 2010).

O estudo dos fungos endofiticos é muitas vezes direcionado as plantas que naturalmente
sdo utilizadas na medicina popular para tratamento de doengas, pois muitas vezes 0S
metabolitos secundarios produzidos por estes fungos possuem as mesmas propriedades
medicinais para as quais a planta é utilizada, se tratando até do mesmo composto (STROBEL,
2003).

Schinus terebinthofolius, popularmente conhecida como aroeira-da-praia, € uma planta
de ampla distribuicdo no Brasil, de Pernambuco ao Rio Grande do Sul, utilizada na medicina
popular no tratamento de lesGes da pele como cicatrizante e adstringente, inflamacao, cancer,
alergias, bacterioses e micoses (ARAUJO et al., 2007; BIAVATTI et al., 2007; CASTRO et
al., 2011; LORENZI, 2008; PEREIRA et al., 2005). O uso na medicina popular motivou a
confirmacdo de suas propriedades farmacoldgicas distribuidas nas diferentes partes da planta
(CAVALHER-MACHADO et al., 2008; JOHANN et al., 2007; LIMA et al., 2006a;
MESQUITA et al., 2009).
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Os avangos terapéuticos no tratamento de doengas imunossupressoras e maior sobrevida
de individuos imunodeprimidos representam um cenario favordvel para o aumento da
incidéncia das infecgcBes fungicas nesses individuos. Estes pacientes sdo muitas vezes
acometidos com as formas clinicas mais graves de micoses, as quais sao tratadas com drogas
de elevada toxicidade, tornando seu estado ainda mais delicado, o que chama a atengéo para a
busca de recursos alternativos que levem a descoberta de novos agentes antifingicos mais
tolerados e, porque ndo, mais ativos (LACAZ et al., 2002).

Neste sentido torna-se importante conhecer os fungos endofiticos de S. terebinthifolius e
avaliar o seu potencial inibitdrio sobre fungos de interesse médico, dermatofitos e leveduras,
supondo suas correlagdes com as propriedades farmacoldgicas da planta no sentido de

contribuir para a descoberta de novas alternativas terapéuticas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Fungos endofiticos

De Bary (1866, apud HYDE; SOYTONG, 2008), numa definigdo ampla, introduziu o
termo enddfito para caracterizar qualquer organismo que ocorre nos tecidos internos das
plantas, diferindo do termo analogo epifitico que caracteriza organismos que sdo encontrados
na superficie dos vegetais (CLAY; SCHARDL, 2002). Carroll (1986, apud HYDE;
SOYTONG; 2008, 1988) restringiu esta colonizacdo as partes aéreas das plantas enfatizando
seu carater assintomatico, onde se exclui aqueles associados as raizes tais como os fungos
micorrizicos.

Muitas séo as definicdes para micro-organismos endofiticos, mas, dentre todas, aquela
que tem se mostrado mais abrangente e mais utilizada é a relatada por Petrini (1991), o qual
considera micro-organismos endofiticos aqueles que residem nos Orgdos da planta
colonizando seus tecidos internos durante algum momento do seu ciclo de vida sem causar
danos aparentes. Esta ultima generaliza a presenca dos endofiticos em qualquer tecido da
planta.

As definicbes encontradas procuram separa-los sempre dos fitopatdgenos, embora
Azevedo et al. (2000) considerem que se trate de uma divisdo apenas didatica e haja apenas
um gradiente separando-os e 0s limites dessa separacdo tornam-se muitas vezes dificeis de
serem determinados. Segundo Azevedo et al. (2002) até entdo todas as espécies vegetais
estudadas abrigam uma comunidade endofitica ao menos em alguma fase do seu ciclo de vida.

Bacteérias e fungos sdo os componentes mais estudados deste grupo de organismos e que
podem estar presentes simultaneamente na planta (BANDARA; SENEVIRATNE;
KULASOORIYA, 2006).

Os fungos endofiticos representam um grupo heterogéneo onde se encontram
Basidiomycetes, Zygomycetes, Ascomycetes e fungos anamorfos, sendo estes dois Gltimos 0s
mais frequentemente isolados (HYDE; SOYTONG, 2008; KHAWAR et al., 2010; OSES et
al., 2006a; STROBEL; DAISY, 2003).

A penetracdo destes fungos no tecido vegetal pode ocorrer através de aberturas naturais,
como os estdmatos e hidatédios, de ferimentos abertos nos tecidos ou cicatrizes e através das
raizes. A penetracdo ativa pode ocorrer com a producdo de enzimas ou estruturas que

facilitam a penetragdo do fungo no tecido (AZEVEDO, 1998). Estes constituem modos de
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transmissdo horizontal destes fungos, enquanto que a transmissdo vertical também ocorre
através das sementes a depender da espécie fungica. (MARSHALL; TUNALI; NELSON,
1999). No interior do hospedeiro, os endéfitos ocupam o interior dos tecidos vasculares ou
espacos intercelulares (AZEVEDO et al., 2002).

No vegetal, o gen6tipo e fisiologia sdo determinantes no tipo de relagdo que uma mesma
espécie de fungo venha a ter com hospedeiros diferentes. Estudos indicam que exista uma
plasticidade no tipo de simbiose que os fungos realizam com a planta, onde tanto patégenos
quanto mutualistas e saprébios penetram nos tecidos vegetais e permanecem latentes como
uma estratégia para captar os nutrientes do hospedeiro. Em troca, o fungo pode conferir a
planta resisténcia a doencas, tolerancia a seca e promoc¢do do crescimento ao hospedeiro
(REDMAN; DUNIGAN; RODRIGUEZ, 2001; RODRIGUEZ; REDMAN, 2008).

Deightoniella torulosa, isolado tanto como endofitico quanto patégeno em Musa
acuminata, foram capazes de causar sintomas de doenca (manchas nas folhas) independente
da maneira como foram inoculados com ou sem o ferimento do tecido vegetal, indicando que
um estagio endofitico tenha sua importancia no ciclo de vida do patogeno (PHOTITA et al.,
2004).

E importante destacar que muitos representantes dos géneros Colletotrichum,
Guignardia e Fusarium sdo patégenos comuns de culturas de interesse econdmico, ainda que
ndo deixem de figurar entre os principais géneros de endofiticos frequentemente isolados
(ABANG et al., 2002; ALVES-SANTOS et al., 2002; BAAYEN et al., 2002; PHOTITA et
al., 2001; SIQUEIRA et al., 2011).

Estudos filogenéticos confirmam que espécies de Colletotrichum, Fusarium e
Guignardia isoladas comumente como endofiticos e saprobios guardam estreita similaridade,
dentro de cada género, ou mesmo se tratam da mesma espécie mostrando a probabilidade de
que haja uma mudanca no modo de vida do fungo diante da senescéncia do hospedeiro,
inclusive no que diz respeito ao seu modo de reproducdo (PROMPUTTHA et al., 2007).

Oses e colaboradores (2006a) mostram a transicdo dos endofiticos a saprdobios e sua
disseminacdo neste tecido ao longo da decomposicdo do xilema de angiospermas e
gimnospermas, 0 que mostra a importancia da presenca destes fungos no interior dos tecidos
vegetais mesmo apds morte deste. Assim, estes fungos sdo capazes de produzir enzimas que
participam dos processos de decomposicdo vegetal (OSES et al., 2006b).

No trigo, fungos endofiticos exibiram seu papel protetor contra doencas ao reduzirem as

pustulas causadas pelo patdégeno Puccinia recondita f. sp. tritici, que € o fungo agente da
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ferrugem (DINGLE; MCGEE, 2003). Pestalotiopsis jesteri, um endofitico de Fragraea
bodenii, produziu in vitro a jesterona um metabolito com atividade seletiva contra Pythium
ultimum um Oomycete que figura ente os mais importantes patdgenos de plantas (LI;
STROBEL, 2001).

As plantas podem abrigar fungos endofiticos em graus diferentes de colonizagdo
(HUANG et al., 2007) e altas taxas de colonizacdo podem ser encontradas em liquens (LI et
al., 2007a), em plantas medicinais, plantas tropicais (RAKOTONIRIANA et al., 2008), sendo
essa taxa influenciada por varios fatores. Assim como pode ser observada uma maior taxa de
colonizacdo com o aumento da idade ou o tipo do tecido vegetal em estudo, com variagdes
dentro do proprio tecido, evidenciando uma relagdo dindmica. A idade do tecido foliar
mostra-se mais determinante para o aumento da taxa de colonizagdo do que a precipitacdo de
chuvas (FISHER et al., 1994, SURYANARAYANAN; THENNARASAN, 2004).

Existem indicacdes de que a taxa de colonizacdo dos tecidos desempenhe um papel
importante na habilidade do vegetal em suportar o calor ou a seca por existir relacao entre alta
frequiéncia de colonizacdo e o ambiente estressante no qual a planta esteja inserida (PORRAS-
ALFARO et al., 2008)

Com relagdo a diversidade obtida a partir do isolamento, o tamanho do fragmento
vegetal utilizado também guarda relacdo inversamente proporcional com a diversidade
encontrada (GAMBOA; LAUREANO; BYMAN, 2002). Existem diferentes técnicas de
isolamento aplicadas para a obtencao de fungos endofiticos e estas tém influéncia direta sobre
a deteccdo e enumeracgdo dos fungos isolados (ZHANG; SONG; TAN, 2006).

Entre as mais frequentes estdo aquelas que utilizam fragmentos do tecido vegetal e
meios de cultura variados como agar-agua, extrato de malte ou batata-dextrose, este Gltimo o
mais comum. Os periodos de isolamento variam de dez dias a dois meses e a temperatura de
isolamento mais utilizada é 28°C, mas podem variar até 37°C (AZEVEDO et al., 2002;
JIANQIU et al., 2008; LARRAN; MONACO; ALIPPI et al., 2001; SURYANARAYANAN;
TEJESVI et al., 2011; THENNARASAN, 2004). Azevedo et al. (2002) ainda sugere
isolamentos em temperaturas mais baixas como 18°C para possibilitar a obtencdo de fungos
menos frequentes e de crescimento mais lento, possibilitando desta forma uma maior
diversidade.

Técnicas para a eliminacdo dos micro-organismos epifiticos se utilizam de compostos
clorados como o hipoclorito de sddio ou de célcio como principal agente desinfectante que, de

acordo com a textura do vegetal, podem ser em concentragcdes que variam de 0,5% a 4% e
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tempos que variam de 2 a 4 minutos. A verificagdo da eficiéncia do processo de eliminagéo
dos epifiticos é realizada geralmente pela semaedura de aliquotas da ultima agua de lavagem,
mas também pode ser realizado pelo “imprint” do material vegetal tratado no meio de
isolamento e posterior incubacdo apenas do meio de cultura, ambos se mostrando eficientes
para essa verificacio (AZEVEDO et al., 2002; RAKOTONIRIANA et al., 2008; SANCHEZ-
MARQUEZ; BILLS; ZABALGOGEAZCOA, 2007).

Técnicas de biologia molecular sdo importantes na detec¢do de fungos ndo cultivaveis
em meios de cultura ou para aqueles cujo crescimento lento é superado por fungos que
crescem mais rapidamente, proporcionando um conhecimento mais abrangente da
comunidade endofitica presente naquele tecido, encontrando-se altos indices de diversidade
(PORRAS-ALFARO et al., 2008). Estas técnicas sdo também uma boa ferramenta na
identificacdo daqueles isolados que, mesmo diante da aplicacdo de estratégias para a inducéo
de esporulagdo (GUO; HYDE; LIEW, 1998), ndo produzem estruturas reprodutivas
necessarias a sua identificacdo pelos métodos taxonémicos classicos (STROBEL; DAISY,
2003).

Tecidos diferentes da planta tendem a apresentar uma diferenca nas suas comunidades
de endofitos (FISHER et al., 1994). Folhas apresentam em geral altas taxas de colonizacédo e
diversidade, enquanto em outros tecidos como o xilema esses indices apresentam-se menores
(OSES et al., 2006a). Plantas de uma mesma familia podem guardar um maior grau de
similaridade entre as suas comunidades de endofitos em comparacdo com plantas pertencentes
a familias diferentes, indicando certa preferéncia a este nivel (JIANQIU et al., 2008).

Em duas ou mais localidades, a despeito das diferencas do ambiente, plantas de uma
mesma espécie podem ter um ndcleo frequente de enddéfitos, isto € géneros ou espécies que
sdo comumente isolados (KHARWAR et al, 2008) e especies especificas de uma referida
localidade, inclusive em se tratando de area nativa ou ndo (FISHER et al., 1994). Ao passo
gue mesmo entre as espécies mais frequentes, sua propor¢cdo pode variar de acordo com a
localizacdo do vegetal ou a estacdo do ano (TEJESVI et al., 2005). Hashizume, Sahashi e
Fukuda (2008) encontraram variacGes nas frequéncias de isolamento dos principais fungos
endofiticos isolados das folhas de Quercus acuta, os quais compreenderam Phomopsis sp.,
Discula sp. e um isolado ndo identificado, onde as freqliéncias dos dois primeiros aumentou
com o aumento da altitude, enquanto que a do terceiro teve sua frequéncia diminuida na

mesma situacao.
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De acordo com a sua localizacdo geografica as plantas podem oferecer um ambiente
diferente para o estabelecimento da relacdo de simbiose. Comparando-se zonas articas e
tropicais, encontramos, com a diminuicéo da latitude, um ganho em diversidade e nas taxas de
colonizacdo dos tecidos com variagBes tdo extremas quanto de 1 a 99%. O nUmero de
espécies de incidéncia pontual, aquelas que ocorrem apenas uma vez durante o isolamento é
alto, tendo participagdo importante no incremento da diversidade (ARNOLD; LUTZONI,
2007).

A associacdo endofito-planta traz ao hospedeiro vantagens evidentes quanto ao
crescimento. Os beneficios trazidos ao crescimento do hospedeiro, ndo provém apenas da
simples associacdo, mas relacionam-se diretamente também com a disponibilidade de
nutrientes e dgua acessiveis a planta naquele ambiente, havendo diferentes respostas a estas
condicdes. Plantas colonizadas por endofiticos sujeitas a fertilizacéo e estresse hidrico tiveram
um incremento da rede fotossintética em relacéo a plantas livres de enddfitos. Enquanto que
diante de um maior aporte de agua e diminuicdo da fertilizacdo plantas ndo-colonizadas
alocaram mais nutrientes para os processos fotossintéticos, e aquelas colonizadas destinaram-
se a incementar os mecanismos de defesa (FAETH; FAGAN, 2002; REN et al., 2011).

As vantagens trazidas pela simbiose fungo-planta tais como termotolerancia ou protecédo
a patogenos vao estar diretamente relacionadas ao estresse ambiental que a planta possa
sofrer, onde a associacdo funciona como um “gatilho” para ativar mais rapidamente os
sistemas de resposta ao estresse, determinando o éxito do vegetal em colonizar o ambiente
(REDMAN et al., 1999, REDMAN et al., 2002). Outras pressdes do ambiente podem agir
diretamente na comunidade de endofiticos da planta como é o caso da herbivoria, a qual
favorece a presenca de endofitos produtores de alcaloides em gramineas (FAETH; FAGAN,
2002).

Na interacdo do endofito com o hospedeiro podemos ter tanto aqueles que sdo simples
simbiontes, ndo trazendo beneficios evidentes para o vegetal, como também aqueles que
podem trazer beneficios a planta pela producdo de substancias tipicamente produzidas pela
mesma, como 0s hormdnios, a exemplo das auxinas, reguladoras do crescimento das plantas,
e seus precursores, como o acido 3-indol-acético e o acido 3-indol-pirtvico produzido pela
levedura Williopsis saturnus introduzida em plantulas de milho (NASSAR; EL-TARABILY;
SIVASITHAMPARAM., 2005). Penicillium sp. isolado das raizes de Chrysanthemum

coronarium foi capaz de produzir as giberelinas fisiologicamente ativas GA3, GA4 e GA7 em
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quantidades maiores do que Fusarium fujikuroi, Gnico organismo até entdo capaz de excretar
giberelinas em quantidades industrialmente viaveis (HAMAYUN et al., 2010).

N&o apenas a relagdo com o vegetal e o ambiente, mas também a interacdo do endofito
com outros grupos de organismos irdo exercer influéncia no beneficio ou ndo que possa
resultar da simbiose. Fungos endofiticos podem exercer interagcBes antagdnicas espécie-
especificas com outras comunidades de fungos presentes na planta como provocar redugdo da
colonizagdo por fungos micorrizicos. Estas interacbes chegam a afetar, inclusive, os niveis de
metabdlitos bioativos produzidos pelos endofitos tais como substancias alcaléides (LIU et al.,
2011).

InteracBes destes fungos com outros grupos de organismos também tem influéncia
positiva na eficiéncia do fungo em promover determinado beneficio como é o caso da
termotolerancia promovida por Curvularia protuberata em Dichanthelium lanuginosum
(graminea) e em Solanum lycopersicon (tomate) a qual s6 acontece se o fungo estiver sendo
parasitado pelo virus CThTV (Curvularia thermal tolerance virus) (MARQUEZ et al., 2007).

Vantagens maiores podem ser obtidas a partir de estudos destas relagdes entre o0s
diferentes grupos habitantes dos tecidos vegetais. In vitro fungos e bactérias endofiticas
formando biofilmes produziram quantidades maiores de substancias semelhantes ao acido
indolacético do que culturas isoladas ou mistas dos mesmos, o que pode ser Util para a
producdo de um inoculo com intuito da aumentar a producdo em agrossistemas visto que estas
substancias redutoras do pH podem proporcionar uma maior protecdo a planta (BANDARA;
SENEVIRATNE; KULASOORIYA, 2006).

Paralelamente as vantagens e complexos efeitos que os fungos endofiticos exercem nas
plantas, estudos mais aprofundados tem encontrado aplicabilidades neste grupo que ndo se
restringe as vantagens apenas dentro da relagdo fungo-hospedeiro cuja importancia tem

contribuido para o conhecimento e desenvolvimento biotecnoldgico.

2.2 Importancia dos fungos endofiticos

Os fungos endofiticos sdo microrganismos cujas potencialidades ainda sdo pouco
exploradas, porém estes vém se mostrando uma fonte de compostos quimicos que encontram
aplicabilidade em areas como a agricultura, a industria e a medicina (KHAWAR et al., 2010;
OSES et al., 2006b; STROBEL; DAISY, 2003,).
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Diante da escassez de recursos e restricbes ao uso de substancias como pesticidas e
dependéncia dos fertilizantes artificiais em contrapartida com a forte demanda para 0 aumento
da producdo, vantagens da associagdo acrescentadas a cultura como promogdo do
crescimento, supressao de doencas e ataque de insetos, tolerancia ao calor, seca e salinidade
podem ser o ponto de equilibrio para atender a essas exigéncias a partir do momento em que
for melhor compreendida a dindmica da relagdo endoéfito-planta-ambiente (DIENE;
NARISAWA, 2009).

As aplicacdes dos endofitos na agricultura sdo amplas no que se refere ao controle
bioldgico, agindo contra insetos-praga, quando atuam como entomopatogénicos, contra
fitopatdgenos, a partir da competicdo pelo fato de ambos ocuparem um nicho ecoldgico
semelhante, e contra nematdides com a producdo de substancias nematicidas (LACAVA;
SEBASTIANES; AZEVEDO, 2010).

Em Theobroma cacao (cacau) morfoespécies endofiticas além de Colletotrichum
gloeosporioides e um isolado de Trichoderma foram eficientes in vitro e em testes de campo
contra os fitopatdgenos Moniliophthora roreri, Phytophthora palmivora e Moniliophthora
perniciosa, agentes da podriddo parda e negra e da “vassoura-de-bruxa”, respectivamente,
doencas que prejudicam a producdo do cacau ha América do Sul. Os mecanismos de inibicao
apresentados por estes endofiticos envolveram competicdo, antibiose e micoparasitismo,
observado pelo isolado de Trichoderma em M. roreri (LACAVA; SEBASTIANES;
AZEVEDO, 2010; MEJIA et al., 2008).

Vega et al. (2008) isolaram de folhas, hastes, raizes e frutos de Coffea arabica (café)
fungos endofiticos pertencentes a géneros entomopatogénicos como Acremonium, Beauveria,
Cladosporium, Clonostachys e Paecilomyces, dos quais B. bassiana e C. rosea mostraram-se
patogénicos a broca do café, Hypothenemus hampei, que esta entre as pestes que mais causam
prejuizos as culturas de café no mundo todo, com um tempo médio de sobrevivéncia dos
insetos de 5 e 15 dias para 0s respectivos tratamentos.

Estudos mostram o uso de fungos endofiticos como agentes no controle bioldgico de
nematoides, que trazem danos a agricultura, constitui uma alternativa natural eficaz no
combate ao problema. Segundo Schwarz et al. (2004) o &cido 3-hidroxipropi6nico produzido
pelos endofitos Phomopsis phaseoli e Melanconium betulinum desempenhou atividade
nematicida em baixas concentracdes, com LDs, de 12.5-15 pg.ml™, contra Meloidogyne
incognita. Outros fungos como, Geotrichum sp. isolado de Azadirachta indica produziu

compostos epiméricos derivados do 1,3-oxazinano com atividade nematicida contra o parasita
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Bursaphelenchus xylophilus e o saprobio Panagrellus redivivus superiores a 50% em 48 horas
(L1 et al.,, 2007b) e isolados ndo-patogénicos de Fusarium oxysporum e espécies de
Trichoderma s&o os mais estudados neste sentido principalmente em culturas de arroz, tomate
e banana (SIKORA et al., 2008).

Uma gama de enzimas podem ser produzidas por este grupo de fungos dentre estas as
lipases, amilases, proteases (MARIA; SRIDHAR; RAVIRAJA, 2005), lignoceluloliticas
(OSES et al.,, 2006b), tanases (MAHAPATRA; BANERJEE, 2009) e as queratinases
(MORSY; EL-GENDY, 2009), todas de grande aplicacdo em ambito industrial.

As substancias larvicidas esterigmatocistina e a secosterigmatocistina do fungo
Podospora sp. isolado de Laggera alata (Asteraceae) foram capazes de eliminar 95% das
larvas do mosquito Anopheles gambiae em 24 horas nas concentragdes de 100 e 294,5ppm,
resultados comparaveis ao de inseticidas comerciais. Estes dados mostram a possibilidade de
se encontrar nos endofiticos compostos larvicidas naturais mais seletivos, biodegradaveis e,
portanto, menos agressivos ao meio ambiente (MATASYOH et al., 2011).

Compostos orgéanicos volateis produzidos pelo fungo Ascocoryne sarcoides, isolado de
Eucryphia cordifolia, incluiram acetatos de alquila, alcoois, e acidos alcenos, cetonas, ésteres
de cadeias curtas e medias, alguns constituintes do diesel, os quais podem ter aplicacbes como
biocombustiveis e aditivos de biocombustiveis, o que sinaliza uma alternativa as fontes nao
renovaveis a partir de uma maior compreensdo e otimizacdo dos processos da sua producao
(GRIFFIN et al., 2010; STROBEL et al., 2008; STROBEL et al., 2010).

Em ambientes impactados os fungos endofiticos também podem constituir uma
ferrmenta de biorremediacdo como, por exemplo, no caso de contaminacdo por metais
pesados. Xiao et al. (2010) mostraram que o endofitico Microsphaeropsis sp. isolado de
Solanum nigrum foi capaz de adsorver o cadmio disperso em solucdo aquosa em uma
quantidade duas vezes maior do que aquela de outros adsorventes como o carbono ativado.

De interesse no &mbito da medicina e industria farmacéutica estdo os fungos endofiticos
isolados por Wiyakrutta e colaboradores (2004) apresentaram atividade antimalarica contra
Plasmodium falciparum, antiviral contra Herpes simplex tipo 1 e citotdxica contra células do
carcinoma epidermdide oral e células de cancer de mama.

Os extratos de endofitos isolados das folhas e raizes de Viguiera arenaria e de folhas de
Tithonia diversifolia expressaram inibicdo da atividade enzimatica da gGAPDH em
Trypanosoma cruzi e da adenina fosforribosiltransferase de Leishmania tarentolae e sua

atividade citotoxica contra células T leucémicas e de melanoma foram atribuidas a
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nestriapirona obtida do fracionamento dos extratos ativos de Glomerella cingulata
(GUIMARAES et al., 2008).

Wu e colaboradores (2009) testando a atividade antitrombdética de fungos endofiticos
obteve do isolado de Fusarium sp. uma enzima fibrinolitica de 28-kDa com atividade
enzimatica comparativamente superior a plasmina e cuja analise das sequencias internas ndo
mostrou homologia com nenhum outro agente fibrinolitico conhecido indicando tratar-se de
nova molécula.

Estudos séo direcionados para o isolamento e conhecimento do potencial biotecnolégico
de fungos endofiticos de plantas medicinais pelo fato de que esses organismos muitas vezes
podem compartilhar dos mesmos componentes bioativos do seu hospedeiro e, portanto das
mesmas propriedades ou produzir derivados desses componentes que se apresentem ainda
mais ativos do que aqueles produzidos pelo hospedeiro. Um exemplo é o taxol produzido
primariamente por Taxus brevifolia, mas que também foi produzido pelo seu endofitico
Taxomyces andreanae. Em Taxus baccata o isolado de Gliocladium sp. foi capaz de produzir
taxol e seu precursor 10-deacetil bacatina Il em concentragbes de 10ug/l e 65ug/l,
respectivamente, com atividade citotdxica contra células tumorais de leucemia, carcinoma
epidérmico e cancer de mama (SREEKANTH et al., 2009).

Aspergillus niger var taxi foi relatado por Zhao e colaboradores (2009) como um novo
produtor de taxol isolado de Taxus cuspidata. A vantagem é a producao do referido composto
a partir de uma fonte microbiana, tornando mais viavel e eficiente a sua producdo diante da
escassez das fontes vegetais e dificuldades em seu cultivo (STROBEL, 2003, ZHOU et al.,
2010). Entretanto, a producdo de taxol ndo é uma caracteristica exclusiva dos fungos
endofiticos de hospedeiros do género Taxus, pois segundo Vennila e Muthumary (2011) o
fungo Pestalotiopsis pauciseta proveniente de Tabebuia pentaphylla foi capaz de produzir
taxol em concentracdo estimada de 208 pg.L™.

A atividade antioxidante de certos endofitos, tais como Aspergillus nidulans e A. oryzae
obtidos de Ginkgo biloba, encontra-se diretamente relacionada com o contelldo de compostos
fendlicos e seus derivados, os flavondides, produzidos pelo fungo, o que sugere que estas
substancias tenham importante contribuicdo nesta atividade e podem ser utilizadas para a
producdo de medicamentos naturais e precursores de drogas a partir destes fungos (HUANG
et al., 2007; QIU et al., 2010) .
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Dentro do vasto leque de aplicabilidade dos fungos endofiticos pode-se observar a
enorme quantidade daqueles que apresentam alguma atividade antimicrobiana, principalmente

contra microrganismos de interesse médico (SIQUEIRA et al., 2011).

2.3 Atividade antimicrobiana de fungos endofiticos

Diante da necessidade urgente de elaboracdo de novos medicamentos eficientes
principalmente contra infecgdes por micro-organismos, a exploragdo da natureza tem servido
para a descoberta de novos compostos naturais ativos que podem dar suporte para a producao
de novas drogas naturais ou semissintéticas, a partir das ferramentas da quimica combinatéria
(NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003), neste sentido sdo grandes as potencialidades dos
endofiticos e muitos estudos tem sido dedicados a este conhecimento.

Pode-se observar a atividade inibitéria de fungos endofiticos ndo apenas em micro-
organismos de interesse medico, mas também agricola. A tricotecina é um éster ndo-volatil
produzido pelo endofitico Trichotecium roseum isolado de Maytenus hookeri cuja atividade
antagbnica apresentada contra fungos fitopatdogenos foi comprovada pelos ensaios em meio
liquido utilizando o extrato do fungo obtido por fermentacdo (ZHANG et al., 2010).

Botelho et al. (2007) mostram que compostos produzidos por endofiticos podem
constituir-se em novas op¢oes para resolver o problema da emergéncia de bactérias patdgenas
ao homem resistentes a antimicrobianos. Do mesmo modo, Tayung et al. (2011) também
obtiveram atividade do metabdlito bruto de Fusarium solani obtido de Taxus baccata contra
Candida albicans e C. tropicalis, ambas as cepas resistentes ao fluconazol, agente antifingico
de referéncia.

Foi realizado um amplo estudo com 81 plantas medicinais oriundas da Tailandia
pertencentes a 40 familias das quais foram isolados fungos endofiticos com atividade
antibacteriana contra Micobacterium tuberculosis (WIYAKRUTTA et al., 2004).

De fungos endofiticos do café, Coffea arabica e C. robusta, foram isolados Fusarium
oxysporum, Glomerella sp., Aspergillus versicolor e Cladosporium spp., 0s quais exibiram
amplo espectro de atividade antibacteriana contra Salmonella choleraesuis, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e contra quatro sorotipos diferentes de Escherichia coli
(SETTE et al., 2006).

Extratos de culturas submersas de diferentes fungos endofiticos exibiram atividade

contra Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, Microsporum canis, A. flavus, A.



Santos, M. L.V. S. Potencial antifungico de fungos endofiticos isolados dos foliolos de aroeira-da-praia... 23

fumigatus, Trichophyton rubrum, entre outros fungos, comparavel a da anfotericina B néo
apenas em espectro, mas também em concentracéo e entre 0s compostos ativos isolados estdo
a arundifungina, cerulenina, esferopsidina A e o ascosteroside A e B (WEBER et al., 2007).

Extratos etilacéticos dos fungos endofiticos isolados de Vigueira arenaria e Tithonia
diversifolia exibiram atividade inibitoria contra S. aureus, E. coli e C. albicans, entre os quais
isolados de Glomerella cingulata, Colletotrichum gloeosporioides, Guignardia mangiferae,
Phomopsis longicolla, Penicillium ochrochloron, Cryptosporiopsis rhizophila, Fusarium sp.,
Phoma sorghina, entre outros (GUIMARAES et al., 2008).

Xylaria sp. isolado de Ginkgo biloba produziu 7-amino-4-metilcumarina um composto
com amplo espectro antimicrobiano que inibiu E. coli, Salmonella typhia, S. interiditis, S.
typhimurium, Aeromonas hydrophila, Vibrio anguillarum, V. parahaemolyticus, Shigella sp.,
Yersinia sp., C. albicans, Penicillium expansum e Aspergillus niger em concentracdes
inibitorias tdo baixas quanto 4 e 6,3ug/ml mostrando também a potente atividade deste
composto frente a estes patdgenos (LIU et al., 2008).

O endofitico Phomopsis sp. isolado de Cistus monspeliensis produziu derivados da
ciclopentenona, a phomotenona, e duas novas cromonas, as phomocromonas A e B com
propriedades contra o fungo Microbotryum violaceum, as bactérias E. coli e Bacillus
megaterium, e contra a alga Chlorella fusca (AHMED et al., 2011).

A partir de hastes de Paeonia delavayi isolou-se o endofito do género Trichoderma de
onde foram extraidos sesquiterpendides como o acido tricodérico, o 2B-hidroxitrichoacorenol,
o ciclonerodiol, o o0xido de ciclonerodiol e a sorbicilina todos com atividade inibitdria frente a
E. coli e Staphilococcus albus e graus variaveis de atividade contra Shigella sonnei e fungos
fitopatdgenos Botrytis cinerea, Fusarium avenaceum, F. moniliforme e Pyricularia oryzae, e
patdgeno ao homem Hormodendrum dermatitidis (WU et al., 2011).

Siqueira e colaboradores (2011), a partir Lippia sidoides isolaram fungos endofiticos
com atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e contra fungos filamentosos
e leveduras, isto também foi observado como as propriedades do Oleo essencial desta planta
(BOTELHO et al., 2007) e mostra que compostos produzidos por endofiticos podem
constituir-se em novas op¢des para resolver o problema da emergéncia de bactérias patégenas
ao homem resistentes a antimicrobianos.

Neste contexto, onde um amplo potencial biotecnoldgico pode ser constatado por estes
habitantes internos das plantas, em especial daquelas com propriedades medicinais, faz-se

necessario conhecer e explorar as comunidades endofiticas deste grupo de plantas cada vez
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mais e é dai que surge a planta Schinus terebinthifolius, a aroeira, como objeto do presente

estudo.

2.4 Schinus terebinthifolius

Schinus terebinthifolius ¢ uma planta angiosperma da familia das Anacardiaceae,
perenef6lia e pioneira, de ocorréncia em floresta semidecidual de altitude, florestas pluviais e
restinga, pode atingir uma altura de 5 a 10m. Também ocorre comumente na beira de rios,
cdrregos e em varzeas Umidas, podendo também se desenvolver em terrenos pobres e secos. A
distribuicdo € ampla no Brasil e abrange os estados de Pernambuco até Mato Grosso do Sul e
Rio Grande do Sul em varias formagdes vegetais. Dentre 0s seus nomes populares encontram-
se: aroeira, aroeira-da-praia, aroeira-branca, aroeira mansa, aroeira-do-campo, aroeira-
pimenteira, Cambui, cabui, balsamo, etc. A dispersdo de suas sementes é feita por passaros,
sendo, portanto, ampla (LORENZI, 2008).

O periodo de floracdo de S. terebinthifolius vai de setembro a janeiro e a frutificacdo
estende-se de janeiro a julho, onde os frutos, drupas globosas, quando maduros, apresentam
uma cor vermelho-brilhante, muito procurados pela avifauna e para usos na culinaria como
condimento. Apresenta uso ornamental na arborizacdo urbana e paisagismo, e sua madeira €
utilizada na producdo de carvédo e lenha. A casca é espessa e utilizada para o curtimento de
couro e fortalecimento de redes de pesca. A madeira € moderadamente pesada, mole e
resistente com grande durabilidade natural. A flor é pequena, branca e melifera e suas folhas
sdo compostas formadas por 3 a 7 foliolos verdes e possuem forte aroma (Figura 1)
(LORENZI, 2008).
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Figura 1 - Aroeira-da-praia, Schinus terebinthifolius. Aspecto das
folhas.

-

onte a autora, 012.

Embora considerada um problema no sul dos Estados Unidos, devido a ser uma planta
invasiva (SPECTOR; PUTZ, 2004), levantamentos etnofarmacognosicos apontam
propriedades medicinais como adstringente e cicatrizante inclusive em preparacdes
cosméticas (BIAVATTI et al., 2007).

Estudos etnoboténicos realizados no municipio de Jodo Pessoa apontam sua utilizacao,
dentre outras plantas medicinais, para o tratamento de afec¢cdes bucais através da ingestdo da
sua infus@o por pacientes de unidades odontologicas do servi¢o publico e privado devido as
suas propriedades cicatrizante e antiinflamatéria mostrando que é difundido o conhecimento
das suas propriedades pela populacdo (SANTOS et al., 2009).

Produtos farmacéuticos sdo comercializados explorando suas propriedades medicinais,
como o gel de aroeira, util no tratamento de vaginoses bacterianas e com propriedades
protetoras sobre a microbiota vaginal (AMORIM; SANTQOS, 2003).

Um medicamento fitoterapico composto por extratos de S. terebinthifolius, Piptadenia
colubrina, Physalis angulata e Cereus peruvianus possui comprovada atividade cicatrizante e
baixa toxicidade (LIMA et al., 2006b).

Estudos investigam e comprovam a atividade bioldgica de extratos de diferentes partes
desta planta: casca do caule (MELO JUNIOR et al., 2002), caule (JOHANN et al., 2007) e
folhas (JOHANN et al., 2008).

Seus extratos apresentam atividade comprovada contra fungos e bactérias, incluindo

cepas resistentes a antibiéticos convencionais (LIMA et al., 2006a; JOHANN et al., 2010).
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Extratos etandlicos das folhas exibiram atividade inibitéria contra Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (MARTINEZ et al.,
1996).

O extrato da casca do caule foi efetivo na inibicdo de Enterococcus do grupo D,
Bacillus corineforme, Streptococcus p-hemolitico, S. viridans e Staphylococcus aureus
comparativamente semelhante a gentamicina (MELO JUNIOR et al., 2002).

Trabalhos relatam a atividade antifingica do extrato etandlico das folhas deste vegetal
contra os agentes fungicos Candida glabrata e Sporothrix schenkii e do caule contra
Cryptococcus neoformans (JOHANN et al., 2007). O extrato aquoso das suas partes aéreas
foram ativos contra Candida albicans (SCHMOURLO et al., 2005).

Também foi demonstrada atividade inibitoria de extratos etil-acéticos de Schinus
terebinthifolius contra ndo apenas o crescimento, mas também a capacidade de adesdo a
células do epitélio bucal por C. albicans ndo apresentando citotoxicidade a macrofagos
murinos, revelando o potencial desta planta na busca de novos compostos antifungicos
(JOHANN et al., 2008).

O schinol, um composto bifenil, isolado da casca e folhas da planta, mostrou atividade
contra cepas de Paracoccidioides brasiliensis incluindo efeito sinérgico em associacdo ao
itraconazol, o que pode ser Util na busca pela otimizagdo no tempo de tratamento (JOHANN
et al., 2010).

Extratos etilacéticos das folhas da aroeira-vermelha apresentaram alta atividade
citotoxica contra linhagens de celulas tumorais de glioblastoma, melanoma e carcinoma de
célon humano, assim como de outras plantas da mesma familia como Myracrodruon
urundeuva e Tapirira guianensis (MAHMOUD et al., 2011).

Os extratos etandlicos apresentaram entre 0s principais compostos fendlicos
identificados o &acido cafeico, o acido cumarico e o &cido siringico. A atividade antioxidante
do extrato etandlico foi superior ao do dleo essencial e o extrato obtido com o diclorometano
foi 0 que apresentou melhor desempenho antimicrobiano. Estes dados indicam a diversidade
de compostos quimicos presentes nas folhas destes vegetais e suas diferentes aplicabilidades
(EL-MASSRY et al., 2009).

Extratos foliares da aroeira-da-praia foram testados com relacdo a acdo sobre lesdes
ulceradas induzidas na cavidade bucal de ratos e constatou-se sua atuacdo na reparacdo do
tecido conjuntivo, aceleracdo da recuperacdo do tecido epitelial, diminuicdo do processo

inflamatorio crénico e aceleracdo da maturacdo do colageno mostrando sua contribui¢do ao
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processo de cicatrizacdo (RIBAS et al., 2006). Na alveolite induzida em ratos os extratos da
casca do caule Schinus terebinthifolius demonstrou um bom desempenho no reparo da leséo
com neoformagao do tecido dsseo apds 6 dias do tratamento (MELO JUNIOR et al., 2002).

O Oleo essencial das folhas da aroeira da praia compreende em maior propor¢do
sesquiterpenos com 56,96%, seguidos por monoterpenos oxigenados com 34,37%,
monoterpenos com 4,97% e sesquiterpenos oxigenados com 3,32%, dentre estes a principal
substancia obtida foi o cis-p-terpineol, mas também foram identificados o (E)-cariophileno, o
B-cedreno e o citronelal (EL-MASSRY et al., 2009).

O dleo essencial dos frutos contém o a-pineno efetivo na indugdo da apoptose em
células de melanoma metastatico experimental com significativa reducdo do nimero dos
nédulos, mostrando o potencial antitumoral de plantas medicinais da familia Anacardiaceae
(MATSUO et al., 2011).

No 6leo essencial das suas sementes foram detectados os compostos 6-3-careno em
proporcao maior que 50%, seguido pelo a-pineno, silvestreno, germacreno D, B-mircene e 0
isoterpinoleno. Larvas do mosquito transmissor da dengue e febre amarela Stegomyia aegypti
foram susceptiveis ao Oleo essencial das sementes da aroeira-da-praia com uma LDsg
chegando a 172,44pg ml™ (SILVA et al., 2010).

Das suas folhas foram obtidos compostos aromaticos tais como o acido galico
(composto fendlico), o galato de metila (composto fendlico) e o 1,2,3,4,6-pentagaloilglucose
(composto fendlico), possuindo estes dois Ultimos atividade anti-alérgica comprovada in vivo
por meio da diminuicdo da desgranulacdo dos mastocitos, da formacao do edema e do influxo
de eosindfilos pelo decréscimo da producdo de fatores de quimiotaticos dos eosinéfilos
(CAVALHER-MACHADO et al., 2008).

A pentagaloilglucose é um composto de ampla acdo produzido por Schinus
terebinthifolius, entre estas anti-cancer. Estudos mostram seus efeitos in vitro contra o
crescimento ou invasdo do cancer de mama e do figado, leucemia e melanoma, e in vivo
contra o cancer de prostata, de pulméo, sarcoma e cancer de mama, com envolvimento da sua
atividade anti-angiogénica neste processo, inibicdo da replicacdo do DNA e inducdo da
apoptose. Propriedades anti-diabética, inibicdo da formacdo de gordura, efeitos anti-
mutagénicos, anti-oxidantes direto e indireto, como antiviral e antibacteriano e atividade anti-
convulsivante sdo sO alguns dos efeitos farmacol6gicos e biologicos desta substancia
relatados na literatura (HAYASHI et al, 1989, ZHANG et al., 2009).
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Soares e colaboradores (2007), avaliando a atividade antibacteriana da tintura da
aroeira, constataram seu efeito inibitério sobre Streptococcus mutans, bactéria envolvida nos
processos de formacdo da carie, e reduziu significativamente a contaminacdo de escovas
dentérias por este micro-organismo. Diferentes extratos da casca do caule da aroeira-da-praia
foram eficazes em inibir o crescimento de cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
antimicrobianos (LIMA et al., 2006a).

O estudo das comunidades endofiticas em Schinus terebinthifolius sdo escassos e entre
os endofitos isolados figuram fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium, Alternaria,
Phomopsis, Colletotrichum e Trichaptum, além do actinomiceto do género Streptomyces
(GOMES, 2008; TONIAL, 2010). Entre estes isolados pode-se observar atividade
antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Candida albicans
comparaveis as do cloranfenicol e nistatina. A analise dos extratos ativos obtidos destes
endofitos encontrou substancias alcaloides entre os principais constituintes, indicando
importante contribuicdo destas na atividade inibitoria apresentada. Em menor proporcéo

também estiveram presentes nesses extratos antraquinonas e terpenoides.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de coleta

A coleta das amostras de foliolos saudaveis de cinco plantas de Schinus terebinthifolius
foi realizada em cada &rea nos Campi da Universidade Federal de Pernambuco-UFPE, &rea 1,
e da Universidade Federal Rural de Pernambuco-UFRPE, area 2, totalizando 10 plantas, onde
0 material vegetal de cada area e planta foi tratado separadamente. Foram realizadas duas
coletas, uma no més de julho de 2010 e outra no més de fevereiro de 2011.

3.2 Isolamento de fungos endofiticos

Os foliolos coletados foram transportados em sacos plasticos, devidamente
identificados, acondicionados sob refrigeracdo e encaminhados para o Laboratorio da Colegéo
de Culturas Micoteca- URM da UFPE, onde foram processados em 24 horas.

O material vegetal conduzido ao laboratério foi lavado em agua corrente para a remocao
de poeira e outros residuos e, ao abrigo de capela de fluxo laminar, submetido a processo de
desinfestacdo superficial para a eliminacdo dos micro-organismos epifiticos como se segue:
imersdo em etanol a 70% por 1 minuto, em hipoclorito de sédio (2-2,5% de cloro ativo) por 3
minutos, em etanol 70% por 30 segundos e lavados trés vezes em agua destilada esterelizada
(ARAUJO et al., 2002).

ApoOs o processo de desinfestacdo superficial, foram cortados de cada foliolo 16
fragmentos de aproximadamente 3X3 mm tendo sido utilizados trés foliolos de cada planta,
representando 240 fragmentos de cada coleta, 480 fragmentos de cada area, totalizando assim
960 fragmentos, os quais foram transferidos em condicGes assépticas para placas de Petri
contendo o meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) (g/L: batata 200, dextrose 20 e &gar
17) (LACAZ et al., 2002) suplementado com 100mg/L de cloranfenicol incubadas a 28°C e a
18°C por até 30 dias, sendo observadas diariamente e as colbnias fungicas desenvolvidas
foram purificadas e isoladas para posterior identificacdo. Em cada placa de Petri foram
dispostos de maneira equidistante oito fragmentos de cada foliolo. Paralelamente, foi
realizado o controle da eliminacdo dos epifiticos pela inoculacdo de 1ml da uGltima agua de

lavagem em placas de Petri que foram acondicionadas nas mesmas condi¢6es do isolamento.
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3.3 Identificacdo dos fungos endofiticos

Os fungos endofiticos foram identificados de acordo com as caracteristicas
morfolégicas macroscOpicas, tais como aspecto, coloracdo e didmetro das colbnias, e
microsclpicas, a partir das estruturas somaticas e reprodutivas, utilizando-se de literatura
especifica (BARNETT; HUNTER, 1987; DE HOOG et al.,, 2000; DOMSCH; GAMS;
ANDERSON, 2007; ELLIS, 1971; HANLIN, 1990; PITT, 1988; SAMSON; FRISVAD,
2004; SIVANESAN, 1984; SUTTON, 1980).

De acordo com o fungo em estudo, fragmentos da cultura foram inoculados em agar
extrato de malte (g/L: extrato de malte 20, peptona 1, dextrose 20, &gar 20) (RAPER;
FENNELL, 1977), ou BDA contidos em placas incubadas a 30°C por 15 dias e apds este
periodo, realizadas as diferentes analises fenotipicas como diametro, bordos, textura e
coloracgdo do verso e reverso das colnias, producdo de pigmentos e tempo de crescimento.

A verificagdo das microestruturas somaticas e reprodutivas foi realizada através de
microcultivos (cultivo sob laminula) através da técnica de Dalmau (1929), onde fragmentos
das colbnias foram semeados em trés pontos equidistantes da placa contendo o meio de
cultura especifico para cada grupo de fungos, e sobre estes colocadas laminulas previamente
esterilizadas. A preparacdo permaneceu a temperatura de 30°C por aproximadamente sete a 15
dias conforme espécie em estudo. Em seguida, a laminula do cultivo, invertida, foi utilizada
para a preparacao da lamina corada com Azul de Amann e observada ao microscopio optico.

As culturas nas quais se verificou a auséncia de producdo de estruturas reprodutivas
como esporéforos e esporos, foram observadas as estruturas somaticas a microscopia e a
macromorfologia para sua separacdo em morfoespecies. Como métodos para estimular a
esporulacdo foram utilizados: exposicdo a luz ultravioleta (UV) por um a dois minutos da
cultura imediatamente apds o semeio nos meios anteriormente utilizados, bem como apds
crescimento da col6nia com cinco dias nas mesmas condi¢des anteriores, incubacdo no
escuro, meios de cultura diferentes como Agar-agua (g/L: &gar 15), Agar-tomate (suco de
tomate 50ml, agua destilada 50mL, &gar 1,6 g), e Agar-4gua adicionado de fragmentos
autoclavados dos foliolos de S. terebinthifolius adicionados previamente as placas de Petri em
quantidade de 1g por placa adaptado de Guo, Hyde e Liew (1998).

Realizada a identificacdo o material de interesse biotecnoldgico e/ou ecoldgico, pelo

menos um exemplar de cada espécie endofitica é incorporado ao acervo da Colecdo de
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Culturas- Micoteca URM do Departamento de Micologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas
(CCB) da Universidade Federal de Pernambuco.

Apos identificacdo dos fungos, para a etapa seguinte, pelo menos um representante de
cada taxon isolado de foliolos diferentes foi selecionado para o teste de atividade inibitoria
frente a fungos patogénicos ao homem.

3.4 Atividade antifungica em meio sélido

A atividade antifingica dos fungos endofiticos foi avaliada utilizando-se o teste do
Bloco de Gelose com base na metodologia modificada por Ichikawa et al. (1971) que permite
uma selecdo qualitativa, de forma rapida, de possiveis produtores de substancias
antimicrobianas. Os fungos endofiticos foram cultivados em BDA contido em placas de Petri,
por 10 dias a 30°C. Apos crescimento das colbnias, discos de micélio-agar com 6 mm de
diametro foram cortados com o auxilio de um furador esterilizado e dispostos na superficie de
meio Agar Sabouraud (g/L: dextrose 40, peptona 10 e agar 17) (LACAZ et al., 2002)
semeado previamente com o fungo a ser testado, Epidermophyton floccosum, Microsporum
canis, M. gypseum URM 4964, Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum, T. tonsurans
URMb5544, Candida albicans URMG6381, C. glabrata URM6392 e C. parapsilosis
URMG6379. As placas foram incubadas a 30°C por 48 horas no caso das leveduras e 5-7 dias
no caso dos fungos filamentosos. Apos este periodo, seguiu-se a medi¢do dos halos de

inibicdo em milimetros. Os testes foram realizados em triplicata.

3.5 Atividade antifingica em meio liquido

O teste de Difusdo em Disco, modificado de Bauer e colaboradores (1966), foi realizado
para selecdo do melhor meio liquido de cultivo para a producdo do metabolito bioativo. A
selecdo dos fungos para o teste em meio liquido baseou-se no diametro das zonas de inibicédo
e na variedade do espectro de acdo contra os fungos-teste. Apds o crescimento dos endofiticos
selecionados por um periodo de sete dias em BDA e agar extrato de malte, trés discos de 6
mm das coldnias fungicas foram transferidos para frascos do tipo Erlenmeyer contendo 100
mL de meio de cultura Caldo Extrato de Malte e Caldo Batata Dextrose, pH 6,0 e 7,0,
respectivamente, e incubados a 30°C em mesa rotatdria a 180rpm e em estado estatico por 10

dias. Ao final deste periodo a amostra do liquido metabdlico foi retirada, filtrada e
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centrifugada para separacdo entre a massa e o liquido metabdlico, do qual foi aferido o pH
final e armazenado a -20°C até o teste de atividade e da massa fungica foi determinado o peso
seco. O teste de atividade do liquido metabdlico procedeu-se nas mesmas condicGes do teste
anteriormente descrito com a seguinte modificacdo: substituicdo do disco de micélio &gar por
disco de papel de filtro embebido com 10 pl do liquido metabdlico concentrado a 25% do

volume. O teste foi realizado em triplicata.

3.6 Anélise dos dados

Na anéalise dos dados foram avaliadas as taxas de colonizacdo (TC) através da razdo
entre 0 numero de fragmentos com crescimento fangico (Nf) e o nimero total de fragmentos
(Nt) isolados do tecido vegetal (TC=Nf/Nt X 100) (ARAUJO et al., 2002) e a Freqiiéncia
Relativa (FR) de isolamento foi calculada com o nimero de isolados de uma espécie dividido
pelo total de nimero de isolados expressas em percentagens (PHOTITA et al., 2001).

Para avaliar a interacdo dos fatores area, periodo e temperatura na taxa de colonizacéo e
nameros isolados foi realizado o delineamento experimental inteiramente casualizado em
esquema fatorial. Cada fator teve dois tratamentos, totalizando seis, com cinco repeticdes (3 X
2 x 5). Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de significancia. Para o calculo foi utilizado o software Assistat -
Assisténcia Estatistica (SILVA, 2007). Para avaliar a interacdo dos fatores espécies de fungos,
area e periodo foi realizado o0 mesmo delineamento e analise descrito acima.

A similaridade da micobiota endofitica de aroeira em relacdo as areas de coleta foi
calculada utilizando o coeficiente DICE (Sorensen) e construido o dendrograma pelo método
de agrupamento UPGMA utilizando o programa NTSY Spc 2.10.

Para determinacdo da zona de atividade antifingica foi calculada a média aritmética.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Taxa de colonizacao

Dos 960 fragmentos dos foliolos de Schinus terebinthifolius, em 364 foram isolados
fungos endofiticos (Figura 2), representando uma taxa de colonizagdo total de 37,92%. No
presente estudo a taxa de colonizacdo em relacéo a area de coleta variou de 17,5% a 20,42%.
Foram isolados apenas fungos filamentosos, o que se assemelha aos resultados obtidos por
Tonial (2010), a qual também obteve fungos filamentosos e um actinomiceto a partir dos

foliolos e ndo isolou leveduras.

Figura 2 - Colonias crescidas dos fungos
endofiticos a partir de fragmentos foliolares de
Schinus terebinthifolius, em 4&gar batata-
dextrose, ap6s 30 dias de incubacao.

Fonte: a autora, 2012.

Para a primeira coleta, no més de julho de 2010, as temperaturas médias, maxima e
minima, foram de 27 e 21°C e a precipitacdo acumulada mensal foi de aproximadamente
270mm e para a segunda coleta, no més de fevereiro de 2011, estas variaveis foram de 30°C ,
22°C e aproximadamente 230mm.

Com relacdo as varidveis: area, periodo de coleta e temperatura de isolamento, as
condicBes onde se constatou maiores taxas de colonizacdo foram o Campus da UFRPE
(20,31%), 0 més de julho (20,52%) e a temperatura de 18°C (19,58%) (Tabela 1).
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Nessas condig¢des, no més de julho, 198 fragmentos foram colonizados por fungos, com
taxa de colonizagdo de 20,63% e em fevereiro, 166 com taxa de colonizacdo de 17,29%
(Tabela 1). Quanto a temperatura de isolamento, a taxa de colonizacéo a 18°C foi de 19,58%
e a 28°C, de 18,34%. Na UFPE a taxa de colonizacéo foi de 17,5% e na UFRPE, de 20,42%.
No entanto, diante destes valores, a analise estatistica relacionando o nimero de fragmentos
colonizados em relagdo a estas variaveis, isoladamente ou combinadas, mostrou que ndo
houve diferenca significativa. Vale mencionar que no isolamento realizado no més de
fevereiro, na area 1, a 28°C, ndo se obteve crescimento fangico nos fragmentos dos foliolos

de duas plantas estudadas.

Tabela 1 - Taxas de colonizacdo dos fungos endofiticos isolados de foliolos de Schinus
terebinthifolius de acordo com as variaveis: area, periodo de coleta e temperatura de
isolamento.

TAXA DE COLONIZACAO DOS FUNGOS (%)

JULHO FEVEREIRO
AREA 18°C 28°C 18°C 28°C TOTAL
UFPE 5,83 521 3,54 2,92 17,5
UFRPE 4,9 4,69 5,31 5,52 20,42
TOTAL 10,73 9,90 8,85 8,44 37,92

Fonte: a autora, 2012.

Por outro lado, sdo muito variaveis as taxas de colonizacdo de fungos endofiticos em
material foliar de diferentes espécies vegetal com valores de 11 a 78%. A taxa de colonizacdo
dos foliolos de S. terebinthifolius (Anacardiaceae) de 37,92% constatada nesse trabalho é
superior a encontrada nas folhas de Rhus potanini (Anacardiaceae) que foi de 2% (JIANQIU
et al., 2008), em Acer truncatum (Aceraceae) de 11% (SUN; GUO; HYDE, 2011), em
Dendrobium loddigesii (Orquidaceae) de 18% (CHEN et al., 2010). Entretanto taxas de
colonizacdo foliar superiores sdo relatadas por Siqueira et al. (2011) em Lippia sidoides
(Verbenaceae) a taxa de colonizacao nas folhas foi de 50,4%; por Rakotoniriana et al. (2008)
de 78% em folhas de Centella asiatica (Apiaceae); e por Arnold, Maynard e Gilbert (2001)
em plantas tropicais panamenhas, incluindo um representante da familia das Anacardiaceae,
Anacardium excelsum, encontrou taxas de colonizacdo préximas a 100%.

Tonial (2010) realizou isolamentos de fungos endofiticos de S. terebinthifolius nos
meses de setembro e mar¢o de anos consecutivos e obteve taxas de colonizacdo diversas ndo
apenas entre si (76% e 50%, respectivamente), mas também daquelas encontradas no presente

trabalho. Embora seja importante destacar que no trabalho citado as condigcbes de coleta
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foram também diferentes, desde a area de coleta, no estado do Paran4, altitude da area (940m)
e amostragem da planta envolvendo apenas um exemplar.

Segundo Taylor, Hyde e Jones (1999) a taxa de colonizagédo das folhas de Trachycarpus
fortunei (Palmae) por fungos endofiticos variou entre 23 e 57% em quatro sitios de
amostragem. Os resultados destes estudos mostram que em diferentes areas de coleta as taxas
de colonizacédo sdo passiveis de variacbes, como constatado no presente trabalho.

Em relacdo as areas de coleta, as plantas da area 2 (Campus da UFRPE) tiveram uma
maior taxa de colonizagdo total, 20,42%, do que aquelas amostradas na area 1 (Campus da
UFPE), 17,50%. A partir da imagem de satélite pode-se observar que, ao contrario da area 1
caracterizada por ambiente urbano cujas a¢fes antropicas incidem até sobre a vegetacdo do
entorno, na area 2 as plantas encontram-se inseridas em um ambiente onde permanecem
resquicios da vegetacdo nativa de mata Atlantica, a reserva de Dois Irméos que oferece um
habitat propicio para abrigo de espécies animais e vegetais dentro do grande centro urbano
que se caracteriza a Regido Metropolitana do Recife, o que pode ter influenciado na maior
colonizacdo observada neste local, visto que ha influéncia deste fator na diversidade e
proporcao da mesma em outros estudos segundo Fisher et al., 1994.

A area de mata € de 380 hectares, onde a populacdo ocupa e se utiliza dos recursos ao
longo de todo o seu perimetro (LIMA; CORREA, 2005) (Figura 3). Taylor, Hyde e Jones
(1999) trabalhando com a palmeira Trachycarpus fortunei observaram diferencas nas taxas de
colonizacdo dos espécimes analisadas dentro e fora de sua distribuicdo geogréafica natural,
onde estas ultimas tiveram uma taxa de colonizacdo inferior as primeiras, além disso tambem
destaca a importancia da vegetacdo adjacente no ambiente nativo, incluindo outras espécies de

palmeira, como fator influente no incremento deste indice.
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Figura 3 - Pontos de coleta dos dez espécimes de Schinus terebinthifolius. A esquerda, area 1 no
Campus da Universidade Federal de Pernambuco e, a direita, &rea 2 no Campus da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, ambas situadas na regido Metropolitana do Recife.
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Fonte: a autora, 2012.

Varios fatores influenciam os niveis de colonizacdo incluindo as variaveis referentes ao
isolamento que possuem influéncia direta sobre os fungos obtidos tanto em relacdo a
quantidade quanto a diversidade. O meio de cultura utilizado, o agar batata-dextrose esta entre
os mais frequentes utilizados em isolamentos de fungos endofiticos. Cao, You e Zhou (2002)
mostram, em Musa acuminata, que dependendo do meio de cultura utilizado pode ser obtido
um nimero maior ou menor de isolados endofiticos desta planta. Seguindo o que foi mostrado
por Gamboa, Laureano e Byman (2002) o tamanho do fragmento utilizado no presente
isolamento, 3X3mm, foi 0 mais préximo possivel daquele recomendado no estudo citado,
2,5X2,5mm. O numero de fragmentos em estudo, 960, encontra-se dentro da média dos
fragmentos analisados em recentes estudos que variam entre 100 (XING et al., 2011) e 2400
(TEJESVI et al., 2005), sendo que a maioria dos estudos encontram-se dentro deste intervalo.

A idade do tecido vegetal, diferencas anatdmicas no tecido, o tempo e a concentracao de
hipoclorito de sodio utilizados no protocolo de isolamento podem estar relacionados a
variacGes nas taxas de colonizacdo obtidas de fungos endofiticos em determinada planta.
JianQiu et al. (2008) obtiveram taxa de colonizacdo, bem como um namero de isolados
obtidos dos fragmentos (taxa de isolamento), diretamente proporcional a idade do tecido em
galhos de Rhus potanini, Anacardiaceae, assim como também em individuos das familias
Eucommiaceae e Oleaceae. Cannon e Simmons (2002) obtiveram maior colonizagdo nas
nervuras do que no tecido laminar de folhas de 12 espécies diferentes de plantas, mostrando

que diferencas anatdmicas no tecido influenciam na colonizacdo. Pereira, Lima e Azevedo
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(1999) e Photita et al. (2001), em M. acuminata, obtiveram diferentes taxas de colonizagéo de
fungos endofiticos, 30,7% e 41,7-56,5%, utilizando hipoclorito de sdédio em concentracdes e
tempos de 3% e 4 minutos e 1% e 3 minutos, respectivamente.

A amostragem dos individuos da espécie, dez plantas, mostrou-se de acordo com
aquelas adotadas em trabalhos recentes como os de Hanada et al. (2010) que também utilizou
dez individuos de Theobroma grandiflorum (cupuacu), e até superior aos de Frohlich et al.
(2000) com palmeiras das espécies Licuala ramsayi e Licuala sp., que utilizaram trés
individuos de cada espécie. Também foram encontrados na literatura trabalhos envolvendo
apenas um individuo da espécie estudada como o de Souza et al. (2004) com Strychnos
cogens e Palicourea longiflora.

Araujo et al. (2002) sugerem que uma amostragem suficiente é aquela que utiliza entre
cinco e dez individuos para refletir o mais uniforme possivel a comunidade endofitica
presente no vegetal. Visto que foram obtidas espécies que predominaram entre os endofiticos
das folhas da aroeira, pode-se constatar que a amostragem foi suficiente para refletir a
comunidade endofitica das folhas desta planta na regido analisada.

A altitude também é um fator que mostra influéncia sobre as frequéncias e diversidade
dos fungos endofiticos isolados em determinado hospedeiro, onde algumas espécies nao sdo
isoladas, e quanto a este fator as areas do presente estudo, situadas em média a 23m acima do
nivel do mar, em muito diferem daquela onde se processou a coleta realizada por Tonial

(2010), de Schinus terebinthifolius, o que pode ter influenciado as diferencas observadas.

4.2 Fungos endofiticos de Schinus terebinhifolius

Nas condi¢des de cultivo, tamanho e numero de fragmentos, meio de BDA para
isolamento e temperatura de incubacdo de 18°C e 28°C, foram isolados um total de 397
fungos endofiticos dos 960 fragmentos dos foliolos de S. terebinhifolius, havendo fragmentos
dos quais se obtiveram mais de um isolado, bem como de outros nenhum crescimento de
fungo endofitico foi observado durante os 30 dias do experimento.

Dos 397 isolados endofiticos, 251 (63,22%) pertencem aos filos Ascomycota, 121
(30,48%) a fungos anamorfos, ou mitosporicos como usado por alguns autores, 19 (4,79%)
foram considerados morfoespécies e seis isolados (1,51%) de Zygomycota (Figura 4),
distribuidos em oito géneros e treze tdxons. Assuncdo (2010), em Musa spp., isolou uma

proporc¢do maior de fungos anamorfos, 80%, do que Ascomycota,17,5% e Nalini et al. (2005)



Santos, M. L.V. S. Potencial antifingico de fungos endofiticos isolados dos foliolos de aroeira-da-praia... 38

obtiveram de Crataeva magna 85% dos isolados constituidos por fungos mitospéricos, 10%

de Zygomycota e 5% de Ascomycota, o que difere do encontrado em S. terebinthifolius.

Figura 4 - Frequéncia dos grupos de fungos endofiticos
isolados de Schinus terebinthifolius em &gar batata-dextrose.

Morfoespécies;
Zygomycota; 6 19

Fonte: a autora, 2012.

Destes isolados, um maior nimero foi obtido na coleta 1 (213) do que na coleta 2 (184),
bem como na area 2 (205) em relacdo a area 1 (192) e em relacdo a temperatura de isolamento
de 18°C (207) maior do que de 28°C (190). Porém, o nimero de isolados em relacdo as
variaveis periodo, temperaura de isolamento e area de coleta, ndo mostrou diferencas
significativas.

Na figura 5 encontra-se a distribuicdo dos fungos identificados segundo a literatura

especializada.

Figura 5 - Distribuicdo dos isolados fungicos dos foliolos de Schinus terebinhifolius.

249

Numero de isolados

Fonte: a autora, 2012.
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Como observado na figura 5, Guignardia bidwellii, Colletotrichum gloeosporioides e
Phyllosticta sp. e Phomopsis spp. foram os taxons isolados em maior nimero, onde as
frequéncias de colonizagdo corresponderam, respectivamente, de 25,94%, 9,17%, 1,88% e
1,46%. Fungos que ndo apresentaram estruturas reprodutivas (morfoespécies) tiveram uma
frequéncia total de 1,98%. Outros taxons como Syncephalastrum racemosum, Penicillium
vinaceum, Glomerella cingulata e Xylaria sp. também estiveram entre os endofiticos obtidos
da aroeira-da-praia, porém em numero de isolados com freqiiéncias menores que 1%.

A partir da interagdo dos fatores analisados, fungos que foram isolados (Tabelas 2), e
estes em relacdo a area (Tabelas 3) e ao periodo (Tabelas 4), houve diferenca significativa
entre o numero de isolados de cada espécie, bem como entre estes isolados e as variaveis
periodo e area, sem diferencas em relacdo a temperatura.

Os isolados de Guignardia bidwelli e Colletotrichum gloeosporioides apresentaram
médias significativamente maiores do que as medias dos demais isolados, mostrando que
houve predominéncia significativa destes fungos nos foliolos de Schinus terebinthifolius.
Phyllosticta foi significativamente menor em relacdo a G. bidwellii e C. gloeosporioides e ndo

o foi em relacdo aos demais isolados (Tabela 2).

Tabela 2 - Fungos isolados de Schinus terebinthifolius *

Meédias dos fungos isolados

Guignardia bidwellii 12.45a
Colletotrichum gloeosporioides 4.40b
Phomopsis sp. 0.45¢c
Phomopsis archeri 0.25c
Phyllosticta sp. 0.90c
Syncephalastrum racemosum 0.30c
Glomerella cingulata 0.05c
Xylaria sp. 0.05c
Penicillium vinaceum 0.05¢
Morfoespécie 1 0.05c
Morfoespécie 2 0.15c
Morfoespécie 3 0.25¢c
Morfoespécie 4 0.50c

Fonte: a autora, 2012.
! As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Relacionando-se fungos isolados em diferentes areas foram constatadas diferencas
significativas apenas em relacdo a duas espécies Guignardia bidwellii e Colletotrichum
gloeosporioides (Tabela 3). Na area 1 o numero de isolados de G. bidwellii diferiu
significativamente daqueles da area 2, cuja média foi superior, e também dos demais isolados

da mesma area. C. gloeosporioides também diferiu significativamente dos demais isolados na
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area 1, embora na &rea 2 tenha sido diferente apenas da G. bidwelli, sem diferenca diante dos
demais isolados. Comparando-se a area 1 e 2 C. gloeosporioides teve niumero de isolados
significativamente maior na area 1 em relacdo a area 2, observado pela diminuicdo das
medias. Em relag&o a similaridade, nestas duas areas este indice teve um coeficiente superior

a 0,75 indicando uma homogeneidade da comunidade endofitica.

Tabela 3 - Fungos isolados de Schinus terebinthifolius em relacéo & area de coleta’

Area?
Fungos - -

Area 1 Area 2
Guignardia bidwellii 10.80 aB 14.10 aA
Colletotrichum gloeosporioides 6.00 bA 2.80 bB
Phomopsis sp. 0.10cA 0.80 bA
Phomopsis archeri 0.10cA 0.40 bA
Phyllosticta sp 0.40 cA 1.40 bA
Syncephalastrum racemosum 0.60 cA 0.00 bA
Glomerella cingulata 0.10cA 0.00 bA
Xylaria sp. 0.00 cA 0.10 bA
Penicillium vinaceum 0.00 cA 0.10 bA
Morfoespécie 1 0.00cA 0.10 bA
Morfoespécie 2 0.10cA 0.20 bA
Morfoespécie 3 0.20cA 0.30 bA
Morfoespécie 4 0.80 cA 0.20 bA

Fonte: a autora, 2012,

! As médias seguidas pela mesma letra, mintsculas na coluna e maitsculas nas linhas, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

®Area 1= UFPE, area 2= UFRPE

Em relacdo ao periodo de isolamento, podem ser observadas diferencas significativas
em relacdo a espécie C. gloeosporioides (Tabela 4). C. gloeosporioides teve média
significativamente superior as médias dos demais isolados no periodo 1, exceto a G. bidwellii,
e também em relacdo a média do periodo 2. No periodo 1 (julho/2010), G. bidwelli teve sua
média significativamente superior as médias dos demais isolados, e inferior em relacdo a
média, no periodo 2 (fevereiro/2011), da mesma espécie, embora esta diferenca nao tenha sido

significativa, comparando-se 0s dois periodos.
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Tabela 4 - Fungos isolados de Schinus terebinthifolius em relagéo
ao periodo de coleta *

Isolado Periodo®
Periodo 1 Periodo 2
Guignardia bidwellii 11.10 aA 13.80 aA
Colletotrichum gloeosporioides 6.30 bA 2.50 bB
Phomopsis sp. 0.80 cA 0.10 bA
Phomopsis archeri 0.40 cA 0.10 bA
Phyllosticta sp 1.10cA 0.70 bA
Syncephalastrum racemosum 0.60 cA 0.00 bA
Glomerella cingulata 0.00 cA 0.10 bA
Xylaria sp. 0.10cA 0.00 bA
Penicillium vinaceum 0.10cA 0.00 bA
Morfoespécie 1 0.10cA 0.00 bA
Morfoespécie 2 0.20 cA 0.10 bA
Morfoespécie 3 0.50 cA 0.00 bA
Morfoespécie 4 0.00 cA 1.00 bA

Fonte: a autora, 2012.

! As médias seguidas pela mesma letra, mindsculas na coluna e
maiusculas nas linhas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

*Periodo 1= julho/2010, periodo 2= fevereiro 2011.

Pode-se observar que houve predominancia em relagdo a freqiiéncia de um pequeno
nimero de espécies, enquanto que as demais representaram um ndmero baixo de isolados.
Tonial (2010) também obteve como endofiticos de Schinus terebinthifolius os fungos
Colletotrichum sp., Penicillium sp., Penicillium roseopurpureum, Phomopsis sp., géneros
comuns aqueles encontrados em nosso estudo. No entanto, também foram isolados Alternaria
sp., Aspergillus sp. e Trichaptum sp., 0s quais ndo estiveram presentes neste estudo, onde
foram isolados Guinardia spp., Phyllosticta spp. ou Xylaria spp de S. terebithifolius.

Situacdo semelhante ocorreu em palmeiras, onde Frohlich, Hyde e Petrini (2000)
evidenciaram que 10% das espécies isoladas tiveram freqiiéncias de colonizacéo de 1 a 20%,
enquanto que as demais espécies tiveram uma freqiiéncia menor do que 1% e sinaliza que este
é um padréo frequiente nos estudos de diversidade ndo sé de fungos endofiticos, mas também
de outros organismos como plantas e animais.

Guignardia bidwelli (Figura 6A e 6B), no estudo de Siqueira et al. (2011) também
figurou como endofitico nas folhas de Lippia sidoides, com freqiiéncia relativa de 6,87%,
contudo, muito inferior a constatada no presente trabalho de 25,94%. Da mesma forma, em
Spondias mombin (Anacardiaceae) espécies de Guignardia foram predominantes nos
fragmentos foliares analisados provenientes de dois sitios de coleta diferentes (RODRIGUES;
SAMUELS, 1999).

O género Guignardia é composto por espécies que figuram tanto como endofiticos

quanto como fitopatdgenos. Em Musa acuminata, G. cocoicola, um patdgeno tipico desta
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cultura, foi isolado como endofitico e ndo causou nenhum sintoma de doenca quando
reinoculado para anélise do seu potencial patogénico (PHOTITA et al., 2004).

Um amplo estudo em angiospermas, gimnospermas e pteridofitas, envolvendo um total
de 94 plantas, mostraram a ampla gama de hospedeiros do endéfito G. endophyllicola isolado
destes trés grupos de plantas (OKANE et al., 2003). G. mangifera é outra espécie deste
género que foi dominate em folhas de Dendrobium nobile (YUAN; CHEN; YANG, 2009).

Colletotrichum gloeosporioides (Figura 6C e 6D), a segunda espécie mais freqliente, foi
isolada como endofitico neste trabalho, com 88 isolados representando uma frequéncia de
9,17%. Embora esta espécie ndo tenha sido isolada de aroeira por Tonial (2010), a presenca
desta espécie como endofitico é corriqueira. Siqueira et al. (2011) obteve C. gloeosporioides
como principal endofitico isolado a partir de folhas de L. sidoides, o que também ocorreu em
Lycopersicon esculentum (tomate) (LARRAN; MONACO; ALIPPI, 2001). O género
Colletotrichum também esteve entre os mais frequentes obtidos a partir de folhas de Musa
acuminata (banana) (PEREIRA; VIEIRA; AZEVEDO, 1999), Plumeria rubra
(SURYANARAYANAN; THENNARASAN, 2004), em Tripterygium wilfordii (KUMAR;
HYDE, 2004) e em Calotropis gigantea (DEVARAJAN; SURYANARAYANAN, 2006).

Figura 6 - Macroscopia e microscopia de Guignardia
bidwellii (A e B) e Colletotrichum gloeosporioides (C e
D) isolados dos foliolos sadios de Schinus
terebinthifolius (aumento de 400X).

Fonte: a autora, 2012.
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Apesar de freqiiente como endéfito, Colletotrichum gloeosporioides é um fitopatdégeno
agente da antracnose em diferentes culturas como as de manga, Mangifera spp. (ESTRADA,
DODD; JEFFRIES, 2000), amoras, Morus alba (YOSHIDA et al., 2000), inhame, Dioscorea
spp. (ABANG et al., 2002), morango, Fragaria spp (XIAO et al., 2004), uva, Vitis vinifera
(SOYTONG et al., 2005), azeitonas, Olea europaea subsp. europaea (TALHINHAS et al.,
2005), entre outras, 0 que traz sérios prejuizos a agricultura.

Variacbes com relacdo as freqiiéncias de isolamento dos endéfitos ocorreram em
Schinus terebinthifolius nos diferentes periodos das duas coletas. Em julho de 2010 foram
obtidos 63 isolados (6,56%) de C. gloeosporioides, enquanto que em fevereiro de 2011 este
namero reduziu para 25 (2,6%). Situacdo inversa ocorreu com G. bidwelli cujo nimero de
isolados aumentou de 111 (11,56%) para 138 (14,38%), comparando-se os referidos meses
julho e fevereiro, nesta ordem. Esses dados mostram que a frequéncia de fungos endofiticos
na aroeira-da-praia € um indice dinamico.

Estas alteracOes na freqiiéncia de algumas espécies de fungos endofiticos com relagéo
ao periodo de coleta estdo de acordo com os de Larran, Modnaco e Alippi (2001) e
Suryanarayanan e Thennarasan (2004) os quais trabalharam com L. esculentum e P. rubra,
respectivamente. Colletotrichum spp. foram dominantes no periodo Umido, tornando-se
escasso ou ausente nos meses mais sécos em P. rubra (SURYANARAYANAN;
THENNARASAN, 2004).

Espécies de Colletotrichum s8o comumente isoladas como endofiticos predominantes
no material foliar, embora sofram modificacbes em suas frequéncias e presenca ao longo das
variaces ambientais e fisiologicas do hospedeiro. Kumar e Hyde (2004) encontraram
diferencas na composicéo e frequéncia dos endofiticos em Tripterygium wilfordii dependentes
do tecido vegetal analisado. Tais influéncias foram relatadas por Larran, Mdnaco e Alippi
(2001) onde, em duas coletas realizadas em anos seguidos no mesmo més, C. coccoides
passou de espécie mais freqliente a ausente, possivelmente devido as diferentes condicdes
climaticas. Em S. terebinthifolius os periodos de coleta, fevereiro e julho, coincidem com o
inicio e fim do periodo de frutificacdo da planta o que pode indicar que a comunidade
endofitica acompanhe as mudancas fisioldgicas ocorridas neste hospedeiro em relacéo a esta
varidvel, embora maiores investigaces sejam necessarias para a confirmacdo desde
comportamento.

Phyllosticta sp., embora em menor grau, com 18 isolados e freqiiéncia de 1,88%,

também foi isolado como endofitico neste trabalho e é descrito também como endéfito em
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Licuala sp. e L. ramsayi com freqiiéncias variando de 1,1 a 3,5% (FROHLICH; HYDE;
PETRINI, 2000), semelhantes a encontrada nesse trabalho em S. terebinthifolius. Trata-se de
um género que compreende espécies que se comportam como endofitos, a exemplo de P.
citribraziliensis e P. capitalensis e como patogenos, P. citricarpa e P. citriasiana, com uma
ampla gama de hospedeiros (GLIENKE et al., 2011). Vale salientar que esta se trata do
anamorfo de Guignardia sp. (SIVANESAN, 1984).

Phomopsis spp. e Xylaria sp. obtidos da aroeira estdo também no grupo dos endofitos
tipicos, sendo frequentmente isolados em muitos estudos anteriores envolvendo outras plantas
medicinais (JIANQIU et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2011) e arvores frutiferas exibindo
inclusive potencial biotecnoldgico (BUATONG et al., 2011; LIU et al., 2008). Penicillium
vinaceum, com um isolado, fez parte das espécies escassas no presente isolamento e embora
tenha sido citado como endofitico também e raro em outros estudos. Em aroeira, foram
relatadas espécies de Penicillium como endofiticos, assim como este género também esteve
entre os principais isolados de Melia azedarach, juntamente com isolados de Aspergillus, os
quais ja isolados em aroeira, ndo foram observados no presente estudo (SANTOS et al., 2003;
TONIAL, 2010). Em Crocus sativus, P. vinaceum foi isolado e deste foram obtidos alcaldides
com aplicabilidades medicinais (ZHENG et al., 2011). Syncephalastrum racemosum com seis
isolados em aroeira disponta como um enddéfito ainda raro que, no entanto, foi obtido de
Osbeckia stellata em nimero de 37 e em Camellia caduca, 19, ambas plantas medicinais
(BHAGOBATY:; JOSHI, 2011).

Um numero de 19 isolados (1,98%) foi constituido de espécimes que ndo esporularam,
ndo sendo possivel, pelos métodos classicos, baseados na macro e microscopia, a
identificacdo ao nivel de espécie e, por isso, divididas em morfoespécies, de acordo com suas
caracteristicas macroscopicas em meio BDA: Morfoespécie 1. algodonoso, micélio claro,
levemente amarelado, reverso escuro em tons negro e alaranjado, pigmenta 0 meio de marrom
a amarelado, crescimento moderado, hifas hialinas; Morfoespécie 2. aveludado, micélio
negro, reverso negro, nao libera pigmentos no meio, crescimento lento, hifas deméceas;
Morfoespécie 3. algodonoso, micélio cinza escuro, reverso negro, nao produz pigmentos no
meio, crescimento moderado, hifas demaceas; Morfoespécie 4. micélio algodonoso escasso,
esbranquicado, pontos negros e amarelados na superficie, reverso claro, ndo libera pigmentos
no meio, crescimento moderado, hifas hialinas.

Guo, Hyde e Liew (2000) a partir de Livistona chinensis obteve 0 mesmo ndmero de

morfospécies (19). Estes fungos ja foram identificados por outros autores, ao menos em parte,
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ao nivel de classe, através de técnicas envolvendo biologia molecular e a andlise comparativa
das sequéncias do DNA ribossémico, através dos genes 5.8S e das regides ITS. Frélich, Hyde
e Petrini (2000) a partir de folhas de palmeiras isolou 75 espécies esporulantes e 60 que néo
apresentaram estruturas reprodutivas, uma proporcdo relativamente alta, visto que estes
fungos séo isolados em geral em freqliéncias baixas em folhas e também sédo denominados
Mycelia sterilia por outros autores (JIANQIU et al, 2008; OSES et al., 2006b;
SURYANARAYANAN; THENNARASAN, 2004).

E importante destacar que a maioria das espécies incidentais (freqiiéncia menor que 1%)
como Xylaria sp., Penicillium vinaceum, Syncephalastrum racemosum, Morfoespécie 1 e
Morfoespécie 3 foram isoladas somente no periodo mais Umido, julho, ndo aparecendo na
segunda coleta, realizada no més de fevereiro, indicando que no periodo a comunidade
endofitica sofre maiores variagbes em Schinus terebinthifolius, podendo ser encontrada uma

maior variedade de espécies.

4.3 Atividade inibitéria de fungos endofiticos de Schinus terebinhifolius

Um total de 80 culturas de fungos endofiticos foram testados quanto a capacidade de
inibir dermatofitos e leveduras no teste do bloco de micélio-agar em meio solido, destes 11

apresentaram zona de inibicao (Tabela 5).

Tabela 5. Espectro inibitério de fungos endofiticos isolados de foliolos de Schinus
terebinthifolius em meio solido.

Espécie Endofitica/NUmero de Didmetro (mm) da zona de inibi¢&o contra fungos
isolamento patégenos

Ca Cp Cg Tm Tr Tt Mc Mg Ef

Guignardia bidwellii 32 - - 8 - 14 - - - -
G. bidwellii 34 - - - - - - - - 18
Colletotrichum gloeosporioides 36 - - - 19 15 12 - - -
Morfoespécie 1 49 10 12 9 15 15 - - - -
G. bidwellii 54 - - - - 11 - - - -
G. bidwellii 56 - - - - 10 - - - -
G. bidwellii 94 - - - - 14 - - - -
G. bidwellii 105 - - - - - 14 - - 18
G. bidwellii 107 - - - - - - - - 14
G. bidwellii 118 - - - - - - - - 16
G. bidwellii 147 - - - - 12 - - - -

Fonte: a autora, 2012.

!Ca, Candida albicans; Cp, C. parapsilosis; Cg, C. glabrata; Tm, Trichophyton mentagrophytes; Tr, T.
rubrum; Tt, T. tonsurans; Mc, Microsporum canis; Mg, M. gypseum; Ef, Epidermophyton floccosum; -,
auséncia de atividade.
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Dentre os fungos testados, a Morfoespécie 1 esteve entre os isolados que inibiram o
maior numero de fungos-teste incluindo dermatéfitos e leveduras (Figura 7).

De acordo com a Tabela 5, podemos observar que os fungos endofiticos de S.
terebinthifolius foram capazes de apresentar atividade inibitéria frente a dermatofitos e
leveduras de interesse médico no teste realizado em meio sélido. A maioria dos endofiticos
que apresentaram inibicdo fungica foram espécimes de Guignardia bidwelli frente a T.
rubrum, T. tonsurans e Epidermophton floccosum e uma fraca atividade de um espécime
contra C. glabrata. Um isolado de Colletotrichum gloeosporioides foi capaz de inibir os
fungos filamentosos do género Trichophyton. Siqueira et al. (2011) testou com blocos de
micélio-agar a atividade antimicrobiana de fungos endofiticos de Lippia sidoides e obteve 16
isolados com capacidade de inibir bactérias e fungos entre estes Malassezia furfur e T.
rubrum.

Wang et al. (2007), testando o extrato bruto, obtiveram endofitos cujos metabodlitos
foram ativos contra fungos de interesse medico, incluindo Candida albicans e
Epidermophyton floccosum com zonas de inibigdo variando amplamente de 10mm a maiores
que 30mm, entre estes estiveram Cladosporium sp., Aspergillus fumigatus e Gliocladium spp.
Por outro lado Maria, Sridhar e Raviraja (2005), embora tenham realizado extragdes com
acetato de etila e testado o extrato bruto e purificado, obtiveram de Acanthus ilicifolius e
Acrostichum aureum os endofiticos Aspergillus sp., Pestalotipsis sp. e um isolado néo-
esporulante que apresentaram atividade com zonas de inibicdo frente a Candida albicans e
Cryptococcus albidus que variaram de 7 a 13mm, o que se assemelhou ao obtido no presente
estudo cujos halos foram de 8 a 19mm.

Xing et al. (2011) testaram os extratos etanolicos de fungos endofiticos de Dendrobium
devonianum e D. thyrsiflorum contra os fungos Candida albicans, Cryptococcus neoformans
e Aspergillus fumigatus e obtiveram inibicdes que variaram de 7 a 15mm, sendo que nenhuma
inibicdo foi observada em C. neoformans, mostrando que mesmo a partir de extratos as zonas

de inibi¢do apresentadas sdo relativamente pequenas.
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Figura 7 - Zonas de inibicdo da Morfoespécie 1
frente a levedura Candida parapsilosis.

Fonte: a autora, 2012.

Buatong et al. (2011) trabalhando com espécies endofiticas de doze plantas tipicas de
mangue incluindo os géneros Avicennia, Bruguiera, Lumnitzera, Rhizophora, Sonneratia,
Scyphiphora e Xylocarpus analisaram a atividade antimicrobiana contra Microsporum
gypseum, Cryptococcus neoformans e Candida albicans, incluindo Xylaria cubensis e
Pestalotiopsis sp., e espécies que nao esporularam (Mycelia sterilia) esta Ultima também
tendo sido observada pela morfoespécie 2, embora nenhum endéfito tenha mostrado inibicdo
de Microsporum gypseum. Neste mesmo trabalho, embora tenha sido testada uma Unica
espécie de dermatofito, foi decrescente a quantidade de endofitos ativos contra o fungo
filamentoso e as leveduras Cryptococcus neoformans e Candida albicans, nesta ordem,
estando estes dados de acordo com 0s nossos resultados.

De acordo com os critérios estabelecidos, em relacdo ao espectro e didmetro das zonas
de inibicdo, quatro culturas de endofiticos foram selecionadas para o teste em meio liquido:
Morfoespécie 1, dois isolados de Guignardia bidwellii e um de Colletotrichum
gloeosporioides.

Os resultados mostraram que o liquido metabdlico ndo apresentou atividade inibitoria
frente aos fungos testados. Resultado semelhante ao obtido no presente trabalho ocorreu em
Lippia sidoides onde os fungos endofitios apresentaram capacidade de inibir Malassezia
furfur e Trichophyton rubrum nos testes com blocos de micélio-agar, porém ndo expressaram
esta atividade nos testes realizados com o liquido metabolico (SIQUEIRA et al., 2011).

Nascimento (2009) testando a atividade de 51 fungos endofiticos de Calotropis procera
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contra os fungos patdgenos ao homem Epidermophyton floccosum, Malassezia furfur,
Trichosporum cutaneum, e fitopatdgenos Colletotrichum dematium e Fusarium oxysporum,
obteve apenas um isolado, Alternaria sp., cujo liquido metabdlico, em caldo extrato de malte
e incubados por dois dias a 180rpm, apresentou atividade contra E. floccosum, com halo de
inibicdo inferior a 15mm, apesar do teste em meio sélido ter mostrado que 11 isolados
exibiram atividade antifngica contra pelo menos um dos fungos-teste.

Outros trabalhos com percentuais baixos de atividade antifingica de endofiticos sdo
encontrados na literatura tais como o de Wang et al. (2007) que avaliaram o potencial
antimicrobiano de fungos endofiticos de Quercus variabilis através do teste fermentativo e
obtiveram 7,5% de atividade contra fungos os patogénicos ao homem Trichophyton rubrum,
Candida albicans, Aspergillus niger e Microsporum canis, onde os fungos previamente
crescidos em agar batata-dextrose foram inoculados em meio liquido a base de extrato de
levedura por duas semanas a 28°C a 140rpm.

Li et al. (2005) obtiveram de 12 plantas medicinais chinesas uma propor¢do maior de
endofiticos cujos liquidos metabolicos (caldo fermentativo) apresentaram atividade
antifangica, 30%, onde foi usado como meio de fermentacdo o caldo batata-dextrose
incubados a 25°C a 160rpm por nove dias e o liquido obtido das culturas foi concentrado a
20%, semelhante ao realizado no presente estudo.

Resultados obtidos por Buatong et al. (2011) mostram que variando o fungo-teste
podem ser variadas a quantidade de fungos endofiticos com atividade inibitoria, onde os
extratos brutos fermentativos dos endofiticos de espécies de plantas oriundas do mangue se
mostraram ativos contra os fungos testados, que incluiram M. gypseum, Criptococcus
neoformans, e Candida albicans, em 25,5%, 11,7%, 7,5%, respectivamente.

No trabalho de Xing et al. (2011), citado anteriormente, onde foi obtida atividade
antifangica dos endofitos de Dendrobium devonianum e D. thyrsiflorum, o cultivo foi
realizado em caldo batata-dextrose 120rpm, a 25°C por um periodo de uma semana em
ambiente escuro.

Utilizando-se condicOes estaticas de fermentacdo, Maria, Sridhar e Raviraja (2005)
obtiveram atividade dos extratos etilacéticos parcialmente purificados dos fungos endofiticos
Pestalotiopsis sp, Aspergillus sp. e do isolado estéril MSI 1 contra C. albicans e Cryptococcus
albidus. Vale salientar que, testando o extrato etilacético ndo purificado, estes autores ndo

haviam obtido atividade inibitéria contra C. albidus expressa pelo isolado MSI 1.
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Com o0s exemplos acima citados podemos observar que as condi¢bes de cultivo
utilizadas para a realizagdo do teste de atividade antifingica em meio liquido s&o variadas em
diferentes trabalhos. Variacbes no meio de cultivo, rotacdo, periodo de incubacéo,
temperatura, luminosidade e até mesmo o fungo testado podem resultar em varia¢fes na
expressdo da inibicdo. Schulz et al. (1995) testando a atividade fungicida de isolados
endofiticos de Pezicula spp. obtiveram substancias com esta atividade de acordo com as
condi¢des de cultura. Radu e Kqueen (2002) assinalam que extratos de fungos endofiticos que
mostram uma baixa atividade antimicrobiana em bioensaios podem possuir compostos ativos,
mas provavelmente em quantidades pequenas ou possuir extratos ativos que necessitam de
purificacdo. Do mesmo modo que extratos que ndo mostram atividade podem ser ativos

contra outros micro-organismos-teste, o que pode ter ocorrido no presente trabalho.
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir:

e Schinus terebinthifolius é colonizada por fungos endofiticos filamentosos.

e A érea, 0 periodo de coleta e a temperatura de incubacdo ndo sdo determinantes na
taxa de colonizacdo e no numero de isolados de fungos endofiticos de Schinus

terebinthifolius.

¢ Ascomycota predomina como fungos endofiticos de Schinus terebinthifolius, seguidos

dos anamorfos.

e Guignardia bidwellii e Colletotrichum gloeosporioides sdo as espécies prevalentes
dentre os fungos endofiticos de Schinus terebinthifolius.

e VariacGes na frequéncia das espécies podem ocorrer em fungos endofiticos de

Schinus terebinthifolius em relagéo a diferentes periodos de coleta.

e Variacdes na frequéncia das espécies podem ocorrer em fungos endofiticos de Schinus

terebinthifolius em relacéo a diferentes areas de coleta.

e Fungos endofiticos da Schinus terebinthifolius apresentam atividade antifingica contra

dermatofitos e leveduras de interesse médico.
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