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RESUMO

Fungos endofiticos vivem em tecidos sadios de plantas, sem causar danos ao hospedeiro, e
podem promover tolerancia das espécies a diversos estresses ambientais. Muitas plantas
medicinais tém sido estudadas em relacdo a composicao de fungos endofiticos, com a maioria
dos relatos citando espécies filamentosas. Para testar a hipdtese de que a presenca de espécies
de leveduras endofiticas também ¢é relevante, foram analisadas folhas de duas espécies de
plantas medicinais ocorrentes no Brasil Schinus terebinthifolius, conhecida popularmente
como aroeira da praia e Tabebuia impertiginosa, denominada ipé roxo.Inicialmente foram
testadas trés metodologias de isolamento a fim de, se analisar a quantidade de Unidades
Formadoras de Colénias (UFC), a riqueza e a diversidade de leveduras endofiticas de folhas
das plantas mencionadas, em periodos chuvoso (julho/2012) e seco (janeiro/2013).
Coletaram-se 450 folhas sadias (jovens, medianas e adultas) sendo 180 de 10 individuos de
aroeira da praia e 270 folhas de 15 individuos de ipé roxo, no Campus da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), Recife, Brasil (8°03°02.30”S e 34°56°54.41”0). As folhas
foram acondicionadas em sacos plasticos individuais, levadas ao laboratério, lavadas
sequencialmente em etanol (70%), hipoclorito de sodio (2,5-3% de cloro ativo), etanol (70%)
e 4gua destilada esterilizada. Dos métodos testados, o de fragmentacdo e maceracdo das folhas
em &gua esterilizada, foi o mais adequado. O liquido obtido foi diluido (1:10) e semeado, em
triplicata, em placas de Petri contendo meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar
suplementado com 50 mg/L de cloranfenicol e actidione (0,5 mg/L). Para o controle de
desinfestacdo, 1,1 ml da ultima agua de lavagem foi semeado nas mesmas condi¢cdes. As
placas de Petri foram incubadas a 28°C e observadas durante 15 dias. Um total de 3.251 UFC
foi obtido sendo 2.151 nas folhas jovens, 868 nas medianas e 231 nas adultas. Mais UFC
foram obtidas no periodo chuvoso (1.870) em relagdo ao periodo seco (1.381). Leveduras do
filo Basidiomycota foram os mais frequentes nas duas plantas estudadas, com destaque para
Rhodotorula glutinis, cujo numero de UFC foi igual ao de Candida guilliermondii
(Ascomycota). Os valores dos indices indicaram que o periodo chuvoso e as folhas jovens
sd0 mais propicias para o estabelecimento de diversidades de leveduras endofiticas. Maior
indice de diversidade de leveduras endofiticas nas folhas jovens, sugere que esses micro-
organismos atuam durante o desenvolvimento foliar. A metodologia de maceragdo das folhas
¢ indicada para isolar leveduras endofiticas; a variacdo temporal e o0 estado de

desenvolvimento tecido vegetal influenciam a presenca de leveduras nas duas plantas



medicinais estudadas. Schinus terebinthifolius possui um maior nimero, riqueza e diversidade

de leveduras endofiticas, do que nas outras plantas estudadas.

Palavras-chave: ecologia de fungos, idade foliar, micobiota endofitica, mudanca temporal



ABSTRACT

Endophytic fungi live in healthy plant tissues without causing harm to the host , and can
promote tolerance of species to various environmental stresses . Many medicinal plants have
been studied in relation to the composition of endophytic fungi, with most reports on
filamentous species . To test the hypothesis that the presence of species of endophytic yeast is
also relevant, leaves of two species occurring medicinal plants were analyzed in Brazil
Schinus terebinthifolius popularly known as mastic beach and impertiginosa Tabeuia called
ipe purple . Three methodologies to isolate the endophytic yeasts were tested in order to
analyze the number of colony forming units (CFU ) , the richness and diversity of endophytic
yeast young , medium and mature leaves collected in the rainy ( July/2012 ) and dried (
January/2013 ) . We collected 450 healthy leaves (young , medium and mature) and 10 180
individuals mastic beach and 270 sheets of 15 individuals purple ipe , on the campus of the
Federal University of Pernambuco ( UFPe ), Recife , Brazil (8°03'02 .30 "S and 34°56'54 .41
" W) . The sheets were acondicionadasem individual plastic bags, brought to the laboratory ,
washed sequentially with ethanol ( 70%), sodium hypochlorite ( 2.5-3 % active chlorine ),
ethanol ( 70%) and sterile distilled water. The following were fragmented and macerated in
sterile water . The liquid obtained was diluted (1:10) and seeded in triplicate in Petri plates
containing Sabouraud Dextrose Agar culture supplemented with 50mg / L of chloramphenicol
and actidione (0.5 mg / L). For pest control , 1.1 ml of the last wash water was seeded under
the same conditions . The Petri dishes were incubated at 28° C for up to 15 days and observed
daily . A total of 3,251 and 2,151 CFU was obtained in the young leaves , the medians 868
and 231 in adults. More UFC were obtained in the rainy season ( 1,870 ) over the dry season (
1,381 ) . Yeasts of the phylum Basidiomycota were the most frequent in the two plants
studied , especially Rhodotorula glutinis which the number of CFU was equal to Candida
guilliermondii ( Ascomycota ) . The values of diversity indices indicated the rainy season and
the young leaves as the most diverse . The highest diversity of endophytic yeasts was
observed in young leaves , suggesting that these micro -organisms actively participate in leaf
development and may contribute to the maintenance of the plants studied . The method of
maceration of the leaves is suitable for the recovery of endophytic yeast, the temporal
variation and age of plant tissue influence the number of CFU in both yeast studied medicinal

plants. Schinus terebinthifolius has number of CFU and diversity of endophytic yeasts.



Keywords : ecology of fungi , leaf age , endophytic mycoflora , temporal change
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais vém sendo utilizadas de diversas maneiras e com diferentes
tipos de propositos, seja com partes inteiras ou sob a forma de preparos caseiros, com usos
domeésticos, religiosos, espirituais de cura, podendo ainda ser submetidas a sucessivos
processos de extracdo e purificacdo, para isolamento das substancias de interesse
(Albuquerque et al., 2007). Esses habitos e costumes sdo tdo variados entre as populacdes,
que n&o se pode mais duvidar da efetiva atuacdo das substancias oriundas dos vegetais (Silva,
2004).

Bactérias e fungos sdo comumente encontrados no interior de tecidos de plantas sem
causar quaisquer danos aparentes e esses organismos endofiticos podem contribuir para
incrementar a producdo de certos compostos produzidos pelos vegetais, dai o interesse em
investiga-los em plantas medicinais.

As leveduras possuem diversos aspectos relevantes que tornam de grande importancia
0 seu estudo; algumas espécies podem causar doengas em animais e plantas enquanto outras
sdo biodegradadoras de produtos naturais ou utilizadas industrialmente na producdo de
bebidas, papel, pdo, queijo entre outros produtos (Azevedo et al., 2002). Na maioria, 0S
trabalhos tratam de fungos endofiticos filamentosos, sendo os estudos sobre o isolamento, a
localizacdo e a diversidade de leveduras endofiticas igualmente necessarios para se esclarecer
a relacdo ecoldgica desses micro-organismos com os respectivos hospedeiros (Gai et al.,
20109).

O conhecimento sobre a diversidade de leveduras em plantas vem crescendo, sendo
reconhecido que podem desempenhar como endofitos, funcdes relevantes para sanidade
vegetal. Os efeitos benéficos da associacdo planta-endofito sdo muitos e esses micro-
organismos vém se tornando importante ferramenta para a agricultura moderna (Peixoto Neto
et al., 2002). Os relatos sobre a diversidade de leveduras endofiticas, mostram que 0s géneros
mais comuns Candida, Cryptococcus, Debaryomyces e Rhodotorula (Chapela 1989; Taylor et
al. 1999; Marcarthur & McGee 2000; Cao et al. 2002; Landell et al. 2006; Unterseher et al.
22007; Tadych et al. 2012; Vieira et al. 2012; Lima et al. 2013; Bezerra et al. 2013).

Do ponto de vista ecoldgico, a diversidade de leveduras endofiticas é extremamente
importante. A sua relagdo com o hospedeiro pode minimizar o perigo de extin¢do de algumas
espécies vegetais que sdo utilizadas para extracdo de produtos medicinais, garantindo assim a
preservacdo destas e mantendo a producdo de compostos que garantam a continuidade no

tratamento de pessoas afetadas por inimeras doencas. (Peixoto Neto et al., 2004). Diversos
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métodos tém sido testados para isolar leveduras endofiticas com intuito ndo s6 de conhecer a
diversidade mas de buscar novas ferramentas para o estudo do potencial biotecnolégico
1desses micro-organismos (Chen et al., 2010).

Neste trabalho, testou-se a hipotese de que as plantas medicinais S. terebinthifolius e
T. impertiginosa hospedam variada e representativa populacdo de leveduras endofiticas. O
estudo teve como objetivo verificar a riqueza e diversidade de de espécies endofiticas

presentes em folhas com diferentes idades de desenvolvimento das duas plantas mencionadas.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral

Conhecer e avaliar a biodiversidade de leveduras endofiticasdas plantas
medicinais Schinus terebinthifolius e Tabeuia impetiginosa.

1.2.2 Objetivos Especificos

a) Isolar e identificar ao nivel de espécie leveduras endofiticas de aroeira-da-praia
e ipé-roxo;

b) Determinar a  densidade, riqueza e equitabilidade das  espécies
de leveduras endofiticas de aroeira-da-praia e ipé-roxo;

c) Contribuir para o conhecimento da diversidade de levedurasendofiticas de
plantas medicinais do Brasil.

1.3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

1.3.1 Material vegetal

Folhas sadias de S. terebinthifolius e H. impetiginosus foram coletadas no Campus da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife, Pernambuco, Brasil (8°03°02.30” S e
34°56°54.41” O) em junho de 2012 (periodo umido) e em janeiro de 2013 (periodo seco). No
total foram coletadas aleatoriamente 810 folhas (270 jovens, 270 medianas e 270 adultas) de
10 individuos de S. terebinthifolius e coletadas 1.215 folhas (405 jovens, 405 medianas e 405
adultas) de 15 individuos de H. impetiginosus. As folhas foram acondicionadas em sacos
plasticos, levadas para o laboratorio, mantidas a 4°C, em refrigerador, e processadas em ate
24h.,
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1.3.2 Isolamento de leveduras endofiticas

O material coletado foi primeiramente lavado em &gua corrente e detergente neutro. A
assepsia das folhas foi conduzida como por Arnold et al. 2000 e Aradjo et al. 2002.
Brevemente, amostras foram desinfestadas em etanol 70% durante 1 min, hipoclorito de sodio
(2-3% de cloro ativo) por 3 min, etanol 70% durante 1 minuto, e lavadas duas vezes em &gua
destilada esterilizada por 1 min. Para verificacdo da eficicia da assepsia, 1 ml da Gltima &gua
de lavagem foi utilizada como controle.

Ap0s a assepsia, as folhas foram processadas para isolamento de leveduras endofiticas
testando-se os métodos: para cada um foram utilizadas 270 folhas de S. terebinthifolius e 405
folhas de H. impetiginosus. Método 1- (Landell et al. 2006): as folhas foram maceradas e 0,1
mL do liquido da maceracdo foi espalhado em placas de Petri contendo o meio de cultura
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) suplementado com 400 mg/L de cloranfenicol e 1,0 mg/L de
actidione para suprimir o crescimento bacteriano e de fungos filamentosos, respectivamente.
Método 2- (Laranjeiras et al. 2014): fragmentos de cerca de 1 cm? foram retirados das folhas e
transferidos para tubos de ensaio contendo 10 mL de agua destilada esterilizada adicionada de
cloranfenicol (50 mg/L). Os tubos foram submetidos a banho de ultra-som/sonicador por 15
minutos e 1 mL da &gua foi transferido para outro tubo de ensaio contendo 9 mL de agua
destilada esterilizada adicionada de cloranfenicol (50 mg/L) e homogeneizada em vortex por
cerca de 1 min. Apds a homogeneizagdo, 100 uL foram colocados na superficie do meio de
cultura SDA contido em placa de Petri. Para a distribuicdo homogénea da agua na superficie
do meio de cultura foi utilizada alca de Drigalski. Método 3- (Araujo et al. 2002): discos de 6
mm foram retirados de cada folha e transferidos assepticamente para a superficie do meio de
cultura SDA em placa de Petri. Todas as placas foram incubadas a 25+2°C por até 7 dias.
Apbs o crescimento das colbnias, as leveduras foram purificadas em meio Agar YEPG (0.5%
Extrato de levedura, 2% dextrose, 1% peptona, e 2% Agar) e armazenadas para posterior

identificacéo.

1.3.3 Identificacéo das leveduras
Para identificacdo das leveduras, foram observadas as caracteristicas morfoldgicas,
bioquimicas e fisiologicas utilizando literatura especializada (Barnett et al., 2000; de Hoog et

al., 2000; Lacaz et al., 2002; Bhagat et al., 2012). Apos a identificacdo classica, amostras
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foram selecionadas para identificagdo molecular utilizando parte da regido ITS do rDNA
(Gbes-Neto et al., 2002).

Culturas representativas das leveduras identificadas estdo depositadas na Micoteca
URM (WCDM 604) da Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brazil.

1.3.4 Anédlise dos dados

Os indices de diversidade de Shannon-Wiener e Fisher a ¢ a diversidade de Simpson
de cada estagio temporal e das folhas em diferentes idades de crescimento foram calculados
usando o software PAST 1.7 (Hammer et al., 2001).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Histérico e Conceitos

O estudo de enddfitos teve inicio no século XIX sendo estes micro-organismos
diferenciados dos fitopatogenos por de Bary (1866). Contudo, apenas no século XX, no final
da década de 70, os endofitos foram reconhecidos como importantes componentes da
microbiota, apos ser verificada a capacidade de protecdo dada as plantas frente ao ataque de
insetos, de herbivoros e de outro micro-organismo, desde entdo foi demonstrado a interagdo
simbidtica com o hospedeiro (Azevedo et al., 2002). Atualmente, os endofiticos sdo
destacados como benéficos para os hospedeiros que colonizam, podendo representar valiosa
fonte de compostos bioativos (Vieira et al.,2012).

Segundo Azevedo et al. (2000), os primeiros estudos relacionados com o isolamento
de fungos endofiticos em plantas tropicais sdo os de Petrini e Dreyfuss (1981). No entanto, 0s
enddéfitos foram primeiramente conceituados por Carroll (1986), que os descreveu como
micro-organismos mutualisticos que colonizam partes dos tecidos do hospedeiro sem causar
doencgas. Ao longo dos anos, novos conceitos foram propostos para designar esse importante

grupo de micro-organismo (Tabela 1).
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Tabela 1: Defini¢bes do termo enddfito em diversos estudos cientificos (adaptado de Hyde e

Soytong, 2008).

Definicdes Referéncia
bibliografica

“Fungos que colonizam partes de tecidos de plantas vivas e ndao Carroll, 1986

causam sintomas de doencas”

“Fungos que formam inaparente infec¢do dentro de folhas e caules Carroll, 1988

de plantas saudaveis”

“Organismos que vivem no interior das plantas sem causar dano Petrini, 1991

aparente ao seu hospedeiro”

“Fungos colonizadores de tecidos internos vivos de suas plantas Rollinger e

hospedeiras” Langenheim,
1993

“Grupo que coloniza os tecidos internos das plantas vivas sem Hirsch e Braun,

causar qualquer efeito negativo imediato” 1992

“Qualquer fungo isolado de tecidos assintomaticos internos da Cabral et al.,

planta” 1993

“Fungos e bactérias que tem todo ou uma parte do ciclo de vida Wilson, 1995

dentro de tecidos de plantas vivas e causam infeccBes inaparentes
ou assintomaticas inteiramente dentro de tecidos vegetais, mas nao
causam sintomas de doencas”

“Micro-organismos que habitam o interior das plantas, sendo
encontradas em folhas, ramos, raizes e sementes, sem produzir
estruturas externas visiveis e sem causar doencas”

“Endofitos verdadeiros — cuja colonizacdo nunca resulta em
sintomas visiveis de doengas”

“Fungos que colonizam a planta sem causar sintomas de doengas
visiveis em qualquer momento especifico”

“Micro-organismos que podem ou ndo crescer em meio de cultura e
que habitam o interior de tecidos e 6rgdos vegetais sem causar
danos ao seu hospedeiro e sem produzir estruturas externas

emergindo dos vegetais”

Azevedo et al.,
2000

Mostert et
2000
Schulz e Boyle,
2005

Azevedo e
Araujo, 2007

al.,
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Arnold et al. (2000) relatam que os primeiros trabalhos com fungos endofiticos foram
realizados ha mais de seis décadas, destacando-se nas regides temperadas e tropicais Umidas,
onde uma grande riqueza de espeécies de fungos foi encontrada. Com o aumento no nimero de
estudos, outras informacdes a respeito de enddfitos vém surgindo, contribuindo para melhor
entendimento da associacdo e seus beneficios e para maior conhecimento da diversidade

envolvida (Araujo et al., 2001).

2.2 Biodiversidade

A estimavel biodiversidade, sobretudo em regibes tropicais, pode representar inimeras
espécies de micro-organismos ainda a serem descobertos. Tem sido sugerido que uma planta
pode ser habitada por cerca de seis espécies de fungos, com a inclusdo de fungos endofiticos,
estima-se que aproximadamente 33 espécies de fungos podem ser encontradas em cada planta
(Dreyfuss e Chapela, 1994; Hawksworth e Rossman 1997; Arnold et al. 2000).

Gai et al. (2009), afirmam que existem cerca de 300 mil espécies de plantas no mundo e
poucos estudos foram realizados sobre a associagdo com fungos endofiticos. De acordo com o
Dictionary of Fungi (Kirk et al., 2008), cerca 80-120 mil espécies de fungos foram descritas.
Se a estimativa da diversidade de fungos estiver diretamente relacionada com o nimero de
espécies de plantas, devem existir muito mais espécies de fungos vivendo como enddéfitos que
até o momento nao foram descritas.

Azevedo et al.(2000), relatam que as plantas tropicais possuem uma grande diversidade de
micro-organismos endofiticos. No entanto, muitos ndo foram classificados e, possivelmente,
pertencem a novos taxons.Ainda, segundo Azevedo et al. (2002), quando se considera a idade
do tecido vegetal, as folhas jovens tém maior diversidade de fungos endofiticos do que as
folhas velhas. Para Strobel e Daisy (2003), pelo menos uma espécie tem demonstrado ser
especifica para cada vegetal estudado, confirmando a possibilidade de que a diversidade de
enddfitos € um componente importante da diversidade fungica global. Como destacado por
Stone et al. (2004), sdo necessarias pesquisas para fornecer informagdes, mais concretas sobre
a distribuicdo global desses micro-organismos e sua diversidade.

As espécies de fungos comumente relatadas como endofitos de varias plantas
pertencem aos generos Colletotrichum, Cladosporium, Fusarium, Curvularia, Podospora,
Xylaria, Penicilliume e Trichoderma (Xing et al., 2011; Chen et al., 2011). A maioria dos
estudos sobre fungos endofiticos relata o isolamento freqiiente de fungos filamentosos e
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raramente de leveduras a exemplo dos géneros Rhodotorula, Debaryomyces e Cryptococcus
(Gai et al. 2009; Flor et al. 2011; Vieira et al. 2012) alguns desses estdo associados a plantas

medicinais (Tabela 2).

Tabela 2: Género de endofiticos isolados de plantas medicinais.

Fungo endofitico Planta medicinal Pais Referéncia
Acremonium Dendrobium spp., Holcus China, Chen et al.
lanatus Espanha (2011);
Marquez et
al.(2010);
Xing et
al.(2011)
Alternaria Adenocalymma alliaceum, China, Chen et al.
Dendrobium spp., Brasil (2011); Cui et
Holcus lanatus, Sapindus Espanha, | al. (2012);
saponaria india, Garcia et
al.(2012);
Kharwar et
al. (2012);
Marquez et
al.(2010)
Ampelomyces Dendrobium spp. China Chen et al.
(2011)
Arthrinium Dendrobium spp., Holcus China, Chen et al.
lanatus Espanha (2011);
Marquez et
al.(2010);
Xing et
al.(2011)
Aspergillus Adenocalymma alliaceum, India, Kharwar et
Holcus lanatus Espanha | al. (2010);
Marquez et
al.(2010)
Aureobasidium Dendrobium spp. China Chen et al.,
2011.
Bionectria Dendrobium spp. China Chen et al.,
2011.
Botryosphaeria Camptotheca acuminata China Ding et al.,
2013.
Candida Dendrobium spp. China Chen et al.,,
2011.
Ceratobasidium Echinacea purpurea Brasil Rosa et al.,
2012.
Cercophora Dendrobium spp. China Chen et al.,
2011.
Chaetomella Dendrobium spp. China Chen et al,
2011.
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Chaetomium Dendrobium spp., Aquilaria Espanha, Benedicte et
spp., Adenocalymma | China al.(2010);
alliaceum, Forsitia spp., | India Chen et al.
Rhus  potanini, Populus | SU€cia (2011); Cui et
tremula, Holcus lanatus al.  (2011);

Kharwar et
al. (2012);
Marquez et
al.(2010);
Sun et
al.(2008)
Chaetophoma Dendrobium spp. China Chen et al,
2011,

Cladosporium Dendrobium spp., Aquilaria | Brasil, Chen et al.
spp., Eucommia ulmoide, | China, (2011); Cui et
Holcus lanatuss, Echinacea | Espanha |al.  (2011);
purpurea, Marquez et

al.(2010);
Rosa et
al.(2012);
Sun et
al.(2008);
Xing et
al.(2011)
Cochliobolus Sapindus saponaria Brasil Garcia et al.,
2012.

Colletotrichum Dendrobium spp., Vernonia | China, Chen et al.
condensata,  Cymbopogon | Brasil, (2011); Dias
nardus, Punica granatum, | Espanha |et al.(2012);
Morus  nigra, Bauhinia Marquez et
forficata, Holcus lanatu, al.(2010);
Echinacea purpurea Rosa et

al.(2012)

Coniothyrium Aquilaria spp. China Cui et al,

2011,

Curvularia Adenocalymma  alliaceum, Bra_lsil, Garcia et
Berberis  poiretii, Holcus | €hina al.(2012);
lanatus, Sapindus saponaria | EsPanha, | Kharwar et

India, al. (2011);
Marquez et
al.(2010);Sun
et al.(2008)

Davidiella Dendrobium spp. China Chen et al.,

2011,

Diaporthe, Sapindus saponaria, | Brasil, Ding et

Camptotheca acuminata China al.(2013);
Garcia et
al.(2012)

Discula Holcus lanatus Espanha Marquez et
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al., 2010.
Epichloe Holcus lanatus Espanha Maérquez et
al., 2010.
Epicoccum Aquilaria spp., Forsitia spp., | China, Benedicte et
Populus tremula, Holcus | Espanha, | al.(2010);Cui
lanatus, Camptotheca | Suécia et al. (2011);
acuminata Ding et
al.(2013);
Marquez et
al.(2010);
Sun et
al.(2008)
Fusarium Dendrobium spp., | Brasil, Chen et al.
Cymbopogon citrates, | China, (2011); Cui et
Aquilaria spp., | Espanha, | al. (2011);
Adenocalymma  alliaceum, | India Dias et
Holcus lanatus, Echinacea al.(2012);
purpurea, Ding et
al.(2013);
Kharwar et
al.  (2011);
Marquez et
al.(2010);
Rosa et
al.(2012);
Xing et al
(2011)
Fusicoccum Dendrobium spp. China Chen et al.,
2011.
Glomerularia Dendrobium spp. China Chen et al.,
2011.
Glomerella Morus nigra, Dendrobium | Brasil, Dias et
spp., Echinacea purpurea China al.(2012);
Rosa et
al.(2012)
Xing et al.
(2011)
Hyalodendron Dendrobium spp. China Chen et al.,
2011.
Hypocrea Aquilaria spp. China Cui et al,
2011.
Lasiodiplodia Dendrobium spp., Aquilaria | China Chen et al.
spp. (2011); Cui et
al. (2011)
Leptos Dendrobium spp. China Xing et al,
2011.
Leptosphaerulina Dendrobium spp., Aquilaria | China Xing et al

SPP.

(2011); Cui et
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al. (2011)
Microdochium Holcus lanatus Espanha Maérquez et
al., 2010
Mycelia sterilia Adenocalymma alliaceum India Kharwar et
al., 2011
Mycoleptodiscus Echinacea purpurea Brasil Rosa et al.,
2012
Nemania Dendrobium spp. China Chen et al.,
2011
Nigrospora Dendrobium spp., Cordia Espanha, Chen et _aI.
curassavica, Maytenus | China, (2011); Dias
ilicifolia, Punica | Brasil et al.(2012);
granatum,Morus nigra, Marquez et
Bauhinia forficata, Holcus al.(2010)
lanatus
Paraconiothyrium Dendrobium spp., Aquilaria | China Chen et al.
spp. (2011); Cui et
al. (2011)
Penicillium Adenocalymma  alliaceum, Espanha, Benedicte et
Populus tremula, Holcus | India, al. ~ (2010);
lanatus Suécia Kharwar et
al.(2011);
Marquez et
al.(2010)
Periconiella Dendrobium spp. China Chen et al.,
2011
Pestalotia Dendrobium spp., Vernonia | China, Chen et al.
condensata Brasil (2011); Dias
et al. (2012)
Pestlotio Dendrobium spp China, Xing et
al.,2011
Pestalotiopsis Dendrobium spp. China Chen et al.
(2011); Xing
etal. (2011)
Pezicula Dendrobium spp. China Chen et al.,
2011.
Phaeoacremonium Aquilaria spp. China Cui et al,
2011
Phaeosphaeria Holcus lanatus Espanha Marquez et
al., 2010.
Phialemonium Holcus lanatus Espanha Marquez et
al., 2010
Phoma Dendrobium spp., Aquilaria | CNin& Cui et al
lanatus, Espanha (2011);

spp., Holcus

Garcia et
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Sapindus saponaria al.(2012);
Marquez et
al.(2010);
Xing et al
(2011)
Phomopsis Plectranthus barbatus, Brasil, Dias et al.
Vernonia condensata, Pfaffia | ESPanha, | (2012);
paniculata, Cordia | India Garcia et
curassavica, Punica al.(2012);
granatum, Morus  nigra, Kharwar et
Adenocalymma  alliaceum, al.(2011);
Holcus lanatus, Sapindus Marquez et
saponaria al.(2010)
Pichia Aquilaria spp. China Cui et al,
2011.
Pleospora Dendrobium spp. China Chen et al,
2011.
Pleurophragmium Dendrobium spp. China Chen et al,
2011.
Podospora Holcus lanatus Espanha Maérquez et
al.,2010.
Rhizoctonia Adenocalymma alliaceum India Kharwar et
al.,2011.
Rhizomucor Aquilaria spp. China Cui et al,
2011.
Rhizopus Dendrobium spp., | China Ding et
Camptotheca acuminata al.(2013);
Xing et al
(2011)
Rhodotorula Holcus lanatus Espanha Marquez et
al., 2010.
Schizophyllum Dendrobium spp. China Chen et al.,
2011
Sclerotium Dendrobium spp. China Chen et al.,
2011
Sirodesmium Dendrobium spp. China Chen et al.,
2011
Sporormiella Eucommia ulmoides, China Sun et al,
Forsitia spp., Rhus potanini 2008
Thielavia Dendrobium spp. China Chen et al.
(2011)
Trichoderma Dendrobium spp., Brasil, Chen et al.
Foeniculum vulgare, China, (2011); Dias
Adenocalymma alliaceum India et al.(2012);

Kharwar et
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al.(2011);
Xing et al
(2011)
Trichocladium, Holcus lanatus Espanha Maérquez et
al., 2010.
Ulocladium Holcus lanatus Espanha Marquez et
al., 2010.
Verticillium Dendrobium spp. China Chen et al,
2011.
Xylaria Dendrobium spp., Aquilaria | China Cui et al
spp., Camptotheca (2011); Chen
acuminata et al. (2011);
Ding et
al.(2013);
Xing et al
(2011)

O levantamento bibliografico efetuado, como demonstrado na Tabela 2, reflete a
abundancia de fungos endofiticos filamentosos isolados de plantas medicinais em varias
regibes do mundo. A associacdo de leveduras com plantas tem sido pouco estudada como

fungo endofitico, necessitando de pesquisas sobre a sua ecologia e diversidade do grupo.

2.3 Interacdo hdspede e hospedeiro

Tém sido isolados de todas as espécies vegetais até agora estudadas Micro-organismos
endofitos. Contudo, ainda ha muitas plantas que necessitam ser avaliadas quanto a ocorréncia
de enddfitos fungicos (Wang e Dai et al. 2011; Strobel et al. 2003). As informacdes a respeito
da interacdo endofitico-planta podem contribuir no entendimento dessa associacao e de seus
beneficios (Azevedo et al., 2000). Segundo Krings et al. (2007), a interacdo micro-organismo
endofitico-planta hospedeira parece ter evoluido ha mais de 400 milhdes de anos, e, a
capacidade das plantas habitarem o solo foi uma heranca dos endofiticos.

Na interacdo vegetal e endofitico, a planta é induzida a produzir metabdlitos de defesa em
resposta & possibilidade de colonizagdo por um micro-organismo patogénico (Agrios, 1997).
A relagdo defesa da planta e viruléncia do fungo pode ser alterada, se a estabilidade for
afetada tanto por aumento da viruléncia fangica quanto por diminuicdo na defesa da planta,

podendo ocorrer patogenicidade (Martiello et al., 1997).
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Schulz e Boyle (2005), sugeriram que a colonizagdo assintomaética € resultante da relacdo
antagonica entre o vegetal e os fungos, visto que os endofiticos produzem exoenzimas
primordiais para infectar o hospedeiro e a maior parte € capaz também de produzir
micotoxinas fitotoxicas.

A colonizagdo endofitica ocorre a partir da penetracdo dos micro-organismos pelas
sementes (transmissdo vertical) e/ou através da zona radicular, diretamente na parede celular
ou nos estébmatos utilizando apressorios e haustorios (transmissdo horizontal) (Saikkonem et
al., 2004). Trés maneiras de colonizacdo por endofitos sdo conhecidas, intracelular e limitada
a poucas células; intercelular e localizada; ou de forma intercelular e intracelular sistémica
atingindo tecido e 6rgdo do vegetal, como raiz, caule, ramos, folhas, flores e frutos (Marinho
et al. 2009; Johri, 2006).

A diversidade de fungos endofiticos em regiGes umidas tem auxiliado no entendimento da
transmisséo (Arnold et al., 2000). Entretanto, em regides secas, a compreensao da transmissao
endofitica tem sido pouco estudada, visto que o clima destas regides parece nao ser favoravel
a colonizacédo e a vegetacdo sofre influencia das condicdes climaticas refletindo também na
baixa densidade vegetal (Sun et al.,, 2012). Assim a transmissdo horizontal de fungos
endofiticos pode ser diminuida, devido a baixa riqueza e abundancia vegetal (Losos e Leigh,
2004).

Mais recentemente, os trabalhos de identificacdo da comunidade de endofiticos vém
aumentando significante, devido ao potencial biotecnolégico destes micro-organismos

demonstrando visivel importancia (Sadananda et al. 2011).

2.4 Importéancia do estudo de fungos endofiticos

Desde a descoberta dos endofiticos, os estudos tém mostrado a importancia destes micro-
organismos em diferentes segmentos, sobretudo no desenvolvimento econémico, com a
aplicacdo biotecnoldgica proporcionando expressivo crescimento com um mercado circulante
de dezenas de bilhdes de novos produtos biotecnoldgicos (Azevedo e Araujo, 2005). Os
endofitos sdo importantes para a protecdo vegetal e a interacdo ecoldgica, bem como na
sintese de metabdlitos primarios e secundarios possibilitando o0 uso em diversos processos
biotecnologicos como producdo de vacinas, enzimas, antibioticos, antifingicos e

anticancerigenos. Alem disso, desenvolvem mecanismos contra insetos, animais herbivoros e
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até micro-organismos que possam causar danos a planta hospedeira e também aceleram o
desenvolvimento de sementes (Azevedo et al. 2000; Clay e Schardl, 2002; Gai et al. 2009).

Os metabolitos produzidos como fitohormonios, enzimas e outros compostos quimicos
além de ndo causar danos ao vegetal podem contribuir para, a defesa e o crescimento da
planta (Clay e Schardl 2002). Neste contexto, a utilizacdo dos endofiticos representa uma
perspectiva de suma importancia, garantindo cada vez mais o desenvolvimento e aplicagéo
biotecnoldgica. No entanto, a relacdo harmonica naturalmente espontanea entre endofitico-
planta pode ser rompida por alguns fatores a exemplos de estresses ambientais que podem
favorecer mudanca da condicdo endofitica para patogénica (Azevedo et al., 2009).

Na industria farmacéutica, os fungos endofiticos representam potenciais fontes de
produtos naturais pela capacidade de produzir metabdlitos secundarios com variasatividades
bioldgicas de utilizacdo em tratamento de cancer, infec¢cdes de etiologia fungica e bacteriana
(Gallo et al. 2008; Strobel et al. 2003; Sun et al. 2011; Suryanarayanan et al. 2009;
Jalgaonwala et al. 2011). Na agricultura, os produtos bioativos oriundos dos endofiticos tém

contribuido para o controle de doencas fitossanitarias (Garcia et al., 2012).

2.5 Plantas medicinais

O estudo da relagédo das plantas medicinais com a populacéo, a etnoboténica, trouxe o
aumento na utilizacdo destas plantas que ha centenas de milhdes de anos teria iniciado
descoberta biotecnologicas e economicas (Brasileiro et al. 2008; Rates et al. 2001; Oliveira et
al. 2010).

As plantas medicinais possuem uma grande variedade de atividades bioldgicas, cujos
compostos apresentam principios bioativos para tratamentos de doencas causadas por fungos,
bactérias e essas mesmas propriedades parecem ser transmitidas por alguns fungos endofiticos
( Azevedo et al. 2002).

O Brasil tem uma rica diversidade de plantas medicinais com uma longa tradi¢do na
fitoterapia, sendo a regido Nordeste a grande referéncia na utilizagdo dessas plantas, (Rosa et
al. 2010; Dias et al. 2012; Oliveira et al. 2010).

O alto custo dos medicamentos industrializados conduz a populacdo carente de
assisténcia médica e financeira a utilizar as plantas medicinais nas formas de chés, extratos
obtidos de folhas macerados, 6leos de caules, entre outras formas para tratamento de
infeccOes (Landell et al. 2006).
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Com o passar do tempo, a industrializagdo desses produtos comprometem a
transmissdo do conhecimento popular para as futuras geracdes, fato observado em varias
comunidades brasileiras, principalmente na regido Nordeste (Dias et al. 2012; Strobel et al.
2003). As plantas medicinais, Tabebuia impertiginosa e Schinus terebinthifolius também
conhecido como aroeira da praia sdo indicadas pela Farmacopéia Brasileira (2010), com

principios ativos frente a micro-organismos.

2.5.1 Tabebuia impetiginosa

Tabebuia impetiginosa Mart. ex. DC. Standl., cujo nome atual ¢ Handroanthus
impetiginosus (Mart. ex. DC.) Mattos, é denominada popularmente ipé roxo e pau d'arco roxo
pertence a familia Bignoniaceae, que apresenta 36 géneros utilizados na medicina popular
(Longhi et al.1995; Maia, 2004). A espécie é caracterizada como de grande porte que pode
chegar a 30 metros, com troncos de até 90 cm de didmetro, estrutura cilindrica, casca pouco
espessa de cor pardo-cinza, folhas inteiras ou serrilhadas e flores com célice cupular,
dispostas em inflorescéncias paniculadas terminais, com tamanho maximo de 6-12 cm
comprimento. As sementes sdo aladas com aproximadamente 1-3 cm, cordiformes, de
coloragdo marrom clara (Lorenzi,1998; Pereira et al. 2003). Por possuir flores muito vistosas,
é ultilizada para arborizacdo de avenidas, rodovias, parques, pracas e jardins (Lorenzi, 1998).

Espécies de Tabebuia tém madeira forte e larga, sendo usada em marcenarias. Além
disso, é utilizada no tratamento de infeccbes por Candida, Ulceras sifiliticas e outras

inflamacdes, como anti-reumatica e anti-anémica (Carvalho, 1994).

2.5.2 Schinus terebinthifolius

Schinustere binthifolius Raddi recebe varias denominagfes popularmente como aroeira,
aroeira pimenteira, aroeira precoce, aroeira do campo, aroeira da praia, aroeira negra, aroeira
branca, aroeira vermelha, aroeira mansa, aroeira do brejo, aroeira do sertdo, fruto de raposa,
aroeira de sabid, fruto de sabi, coragdo de bugre, cambui, balsamo, aguaraiba e careiba.
Pertence a familia Anacardiaceae, a arvore de pequeno e médio porte atinge de 5-12m de
altura com tronco de 30-60 cm de diametro (Lorenzi,2002; Biavatti et al. 2007). As cascas do
caule sdo ricas em taninos, que conferem uma acao adstringente e desinfectante e auxiliando

ainda na medicina popular no tratamento de gastrite (Santos et al., 2006). Originaria da
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América do Sul, a espécies é encontrada principalmente no Brasil, no Paraguai e na
Argentina (Diniz et al., 1999). Lima et al. (2006) registraram acdo no tratamento de vaginites
crénicas e cervicites. No entanto, estudos relatam que esta planta pode produzir resinas que
em contato com a pele podem causar dermatite alérgica (Moraes et al., 2004).

Segundo Medeiros et al.(2007) S. terebinthifolius vem demonstrando propriedade
medicinais constatadas como anti-sépticas e anti-inflamatorias eficazes nos quadros febris em
infeccbes do trato urinario, diarréias, tosse, bronquite e outras alteracbes do sistema
respiratorio (Agra et al. 2008; Biavatti et al. 2007), além de acdo antitumoral (Queires et al.,
2006), antioxidante (Santos2006), cicatrizante e antimicrobiana (Lima et al. 2004; Fernner et
al. 2006). As plantas medicinais possuem uma grande diversidade de leveduras endofiticas

que tem representado fonte de sub-produtos de acdo também medicinal (Landell et al. 2006).

2.6 Leveduras endofiticas em plantas medicinais

Os fungos endofiticos tém sido estudados a partir do isolamento em meio de cultura
especifico ou diretamente a partir do vegetal (fungos ndo cultivaveis). Além disso, podem ser
observados diretamente no tecido vegetal utilizando técnicas de microscopia ou ser detectados
por técnicas de amplificacdo do DNA (Schulz e Boyle, 2005; Sebastianes et al. 2008).

As pesquisas vém demonstrando que os fungos endofiticos que colonizam as plantas
medicinais exercem uma grande variedade de atividades biol6gicas. O predominio de
pesquisas com fungos filamentosos, os quais sdo de facil isolamento com os métodos
rotineiramente utilizados (Landell et al. 2006; Rosa et al. 2010; Vieira et al. 2012).

Poucos estudos tém relatado o isolamento de leveduras endofiticas e o relacionamento
delas com as plantas hospedeiras. Por exemplo, estudos de endofitos verificaram “leveduras
negras” associadas com Fagus grandifolia e Populus tremiiloides (Chapela 1989), com
palmeira de regido temperada (Trachycarpus fortunei) (Taylor et al. 1999), com planta nativa
da Australia (Banksia integrifolia) (Marcarthur & McGee 2000), com banana (Musa
acuminata) (Cao et al., 2002), com espécies de Bromeliaceae (Landell et al., 2006) e com
folhas de arvores de regides (Unterseher et al., 2007). Mais recentemente, outros estudos
verificaram leveduras endofiticas em ovarios de Vaccinium macrocarpon (Tadych et al.,

2012), em folhas de planta medicinal brasileira Solanun cernuum (Vieira et al., 2012), em
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folhas de café e uva (Coffe arabica e Vitis labrusca) (Lima et al., 2013) e a partir do cacto
Cereus jamacaru (Bezerra et al., 2013). A literatura confirma a necessidade de verificagdo da
associacdo de leveduras endofiticas com diferentes tecidos vegetais, principalmente quando se

refere a associacdo delas com plantas medicinais.
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Leveduras endofiticas em folhas das plantas medicinais brasileiras Schinus
terebinthifolius e Handroanthus impetiginosus

Resumo

Fungos endofiticos vivem em tecidos sadios de plantas, sem causar danos ao
hospedeiro, e podem promover tolerancia das espécies a diversos estresses ambientais. Muitas
plantas medicinais tém sido estudadas em relacdo a composicéo de fungos endofiticos, com a
maioria dos relatos citando espécies filamentosas. O objetivo deste estudo foi testar métodos
para isolamento, estimar a quantidade de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC), a riqueza
e a diversidade de leveduras endofiticas em folhas em diferentes estadios de desenvolvimento
das plantas medicinais brasileiras Schinus terebinthifolius e Handroanthus impetiginosus. O
método de maceracdo de tecidos foi 0 mais apropriado para deteccao das leveduras. Um total
de 3.251 UFC foi obtido sendo 2.151 das folhas jovens, 868 das medianas e 231 das adultas.
Na estacdo chuvosa foram isolados 1.870 leveduras enquanto na estacdo seca apenas 1.381
foram obtidas. e chuvosa (UFC = 1870) quando utilizando a metodologia de maceracdo do
tecido vegetal. As leveduras do filo Basidiomycota foram as mais frequentes nas duas plantas
estudadas, com destaque para Rhodotorula glutinis cujo o nimero de UFC foi igual para
Candida guilliermondii (Ascomycota). Os valores dos indices de diversidade indicaram a
estacdo chuvosa e as folhas jovens como as mais diversas em termo de leveduras endofiticas.
O maior indice de diversidade de leveduras endofiticas foi observado nas folhas jovens, o que
sugere gque esses micro-organismos participam ativamente do desenvolvimento foliar e podem
contribuir para a manutencéo das plantas estudadas. A metodologia de maceracdo das folhas é
indicada para o isolamento de leveduras endofiticas, a variacdo temporal e a idade do tecido
vegetal influenciam o nimero de UFC de leveduras nas duas plantas medicinais estudadas.
Schinus terebinthifolius possui um maior namero de UFC, riqueza e diversidade de leveduras
endofiticas.

Palavras chave: ecologia de fungos, idade foliar, micobiota endofitica, mudanca temporal

Introducéo

Fungos endofiticos sdo taxonomicamente diversos e habitam a maioria ou todas as
plantas (Wilberforce et al. 2003; Azevedo et al. 2007; Hyde & Soytong 2008; Suryanarayanan
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et al. 2005; White Jr. & Bacon 2012). Apresentando, na maioria das vezes, vantagens
desconhecidas para os hospedeiros, sendo fontes potenciais de metabdlitos secundarios que
podem servir como novos medicamentos e agroquimicos (Tan & Zou 2001; Chandra 2012;
Bezerra et al. 2012a; White Jr. & Bacon 2012). Segundo a hipotese de mutualismo defensivo,
os enddfitos protegem as plantas hospedeiras de insetos herbivoros, mamiferos, organismos
causadores de doencas e estresses ambientais (Clay 1988; Azevedo et al. 2000; Tadych et al.
2012; Biswas et al. 2012; White Jr. & Bacon 2012).

Embora muita atencdo tenha sido dada a diversidade de enddéfitos nos dltimos anos,
estudos sobre o isolamento e o relacionamento de leveduras com as plantas hospedeiras séo
escassos. Leveduras foram citadas como endofitos em Fagus grandifolia e Populus
tremiiloides (Chapela 1989), em palmeira de regido temperada (Trachycarpus fortunei)
(Taylor et al. 1999), em planta nativa da Australia (Banksia integrifolia) (Marcarthur &
McGee 2000), em banana (Musa acuminata) (Cao et al. 2002), em espécies de Bromeliaceae
(Landell et al. 2006) e em folhas de arvores temperadas (Unterseher et al. 2007). Mais
recentemente, outros estudos registraram leveduras endofiticas em ovarios de Vaccinium
macrocarpon (Tadych et al. 2012), em folhas da planta medicinal Solanum cernuum (Vieira
et al. 2012), em folhas de café e uva (Coffes arabica e Vitis labrusca) (Lima et al. 2013) e em
exemplares do cacto Cereus jamacaru (Bezerra et al. 2013).

As plantas medicinais sdo utilizadas desde a antiguidade na medicina popular em
varias comunidades tradicionais em todo o mundo (Strobel et al, 2003). No Brasil relatos
demonstram que a utilizacdo de plantas medicinais acontece desde antes da colonizacdo
portuguesa, com 0s povos indigenas utilizando-as no tratamento das enfermidades (Dias et al.
2012). Apesar da sua grande importancia como fonte de moléculas biologicamente ativas, s6
mais recentemente as plantas medicinais comecaram a ter énfase particular no estudo da
comunidade de micro-organismos endofiticos. A partir da descoberta de que um fungo
endofitico poderia produzir in vitro o anticancerigero conhecido como “Taxol” (Stierle et al.
1993), outros estudos exploraram a comunidade de endofitos de plantas medicinais com o
intuito de encontrar fungos que possuissem a mesma capacidade farmacéutica do hospedeiro
e/ou pudessem ser fonte de novos compostos biologicamente ativos (Vieira et al. 2012).

Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos e Schinus terebinthifolius Raddi
(Anacardiaceae) sdo utilizadas popularmente na medicina tradicional no Brasil, possuem
variacdo na distribuicdo geogréfica, podendo ser encontradas em toda a América do Sul ou em
regides especificas no Brasil, Paraguai e Argentina (Longhi et al. 1995; Diniz et al. 1999).
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Essas plantas medicinais tem sido utilizadas no tratamento de algumas infecgdes causadas por
espécies de Candida (Carvalho, 1994) e também podem apresentar atividade antiinflamatoria,
antitumoral, antioxidante e cicatrizante (Santos et al. 2006; Medeiros et al. 2007; Agra et al.
2008). Além disso, devido as suas caracteristicas fitossocioldgicas, tém sido utilizadas em
projetos paisagisticos (Ettori et al. 1996).

Os objetivos do presente estudo foram testar trés métodos para isolamento de
leveduras endofiticas (Landell et al. 2006; Laranjeiras, ndo publicado; Araujo et al. 2002);
estimar o numero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC); identificar e determinar a
riqueza e diversidade de leveduras endofiticas em folhas em diferentes fases de
desenvolvimento, determinando ainda se a presenca das leveduras difere entre periodo seco e
chuvoso. Para 0 nosso conhecimento este € o primeiro relato da associacdo de leveduras
endofiticas com folhas das plantas medicinais brasileiras S. terebinthifolius e H.

impetiginosus.

Material e Métodos

Material vegetal

Folhas sadias de S. terebinthifolius e H. impetiginosus foram coletadas no Campus da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife, Pernambuco, Brasil (8°03°02.30” S e
34°56°54.41” O) em junho de 2012 (periodo imido) e em janeiro de 2013 (periodo seco). No
total foram coletadas aleatoriamente 810 folhas (270 jovens, 270 medianas e 270 adultas) de
10 individuos de S. terebinthifolius e coletadas 1.215 folhas (405 jovens, 405 medianas e 405
adultas) de 15 individuos de H. impetiginosus. As folhas foram acondicionadas em sacos
plasticos, levadas para o laboratério, mantidas a 4°C, em refrigerador, e processadas em até
24h.

Isolamento de leveduras endofiticas

O material coletado foi primeiramente lavado em agua corrente e detergente neutro. A
assepsia das folhas foi conduzida como por Arnold et al. 2000 e Aradjo et al. 2002.
Brevemente, amostras foram desinfestadas em etanol 70% durante 1 min, hipoclorito de sodio
(2-3% de cloro ativo) por 3 min, etanol 70% durante 1 minuto, e lavadas duas vezes em agua
destilada esterilizada por 1 min. Para verificacdo da eficacia da assepsia, 1 ml da ultima agua

de lavagem foi utilizada como controle.
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Apos a assepsia, as folhas foram processadas para isolamento de leveduras endofiticas
testando-se os métodos: para cada um foram utilizadas 270 folhas de S. terebinthifolius e 405
folhas de H. impetiginosus. Método 1- (Landell et al. 2006): as folhas foram maceradas e 0,1
mL do liquido da maceracdo foi espalhado em placas de Petri contendo o meio de cultura
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) suplementado com 400 mg/L de cloranfenicol e 1,0 mg/L de
actidione para suprimir o crescimento bacteriano e de fungos filamentosos, respectivamente.
Método 2- (Laranjeiras et al. 2014): fragmentos de cerca de 1 cm? foram retirados das folhas e
transferidos para tubos de ensaio contendo 10 mL de agua destilada esterilizada adicionada de
cloranfenicol (50 mg/L). Os tubos foram submetidos a banho de ultra-som/sonicador por 15
minutos e 1 mL da &gua foi transferido para outro tubo de ensaio contendo 9 mL de agua
destilada esterilizada adicionada de cloranfenicol (50 mg/L) e homogeneizada em vortex por
cerca de 1 min. Apos a homogeneizagdo, 100 pL foram colocados na superficie do meio de
cultura SDA contido em placa de Petri. Para a distribuicdo homogénea da agua na superficie
do meio de cultura foi utilizada al¢a de Drigalski. Método 3- (Aradjo et al. 2002): discos de 6
mm foram retirados de cada folha e transferidos assepticamente para a superficie do meio de
cultura SDA em placa de Petri. Todas as placas foram incubadas a 25+2°C por até 7 dias.
Apos o crescimento das colonias, as leveduras foram purificadas em meio Agar YEPG (0.5%
Extrato de levedura, 2% dextrose, 1% peptona, € 2% Agar) e armazenadas para posterior
identificacéo.

Identificacdo das leveduras

Para identificacdo das leveduras, foram observadas as caracteristicas morfoldgicas,
bioquimicas e fisiologicas utilizando literatura especializada (Barnett et al., 2000; de Hoog et
al., 2000; Lacaz et al., 2002; Bhagat et al., 2012). Apos a identificacdo classica, amostras
foram selecionadas para identificagdo molecular utilizando parte da regido ITS do rDNA
(Gobes-Neto et al., 2002).

Culturas representativas das leveduras identificadas estdo depositadas na Micoteca
URM (WCDM 604) da Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brazil.
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Anélise dos dados

Os indices de diversidade de Shannon-Wiener e Fisher a ¢ a diversidade de Simpson
de cada estagio temporal e das folhas em diferentes idades de crescimento foram calculados
usando o software PAST 1.7 (Hammer et al., 2001).

Resultados

Entre os trés métodos utilizados o de Landell et al. (2006) foi o mais propicio para
isolamento de leveduras. Por esse método foram obtidas, de folhas sadias de S.
terebinthifolius, 2.180 UFC e 1.071 UFC de folhas de T. impertiginosa. Com os dois foram
obtidas, de folhas de S. terebinthifolius, um total de 649 e 68 UFC e de folhas de H.
impetiginosus 342 e 31 UFC de leveduras endofiticas utilizando os métodos preconizados por
Laranjeiras et al. (2014) e Araujo et al. (2002), respectivamente.

O periodo Umido favoreceu a detecgdo do maior nimero de leveduras (1.870 UFC) em
comparacdo com o periodo seco (1.381 UFC). No periodo Umido obteve-se 1.196 UFC
folhas de S. terebinthifolius e 674 UFC da planta H. impetiginosus (Tabela 1).

Tabela 1: Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) de leveduras endofiticas isoladas de
folhas de S. terebinthifolius e de H. impetiginosus nos periodos chuvoso e seco.

Estac&o e tecido vegetal®

Planta medicinal Chuvoso Seco Total
FJ F FA FJ F F
M M A
Schinus 786 31 10 73 23 19 2.180
terebinthifolius 0 0 3 2
H. impetiginosus 406 19 71 22 12 41 1.071
7 7 9
Total 1,19 50 17 96 36 60
2 7 1 0 1

Tecido vegetal: FJ — folhas jovens, FM — folhas medianas, FA — folhas adultas

As folhas identificadas como jovens (FJ) apresentaram maior nimero de leveduras
tanto nos dois periodo chuvoso quanto no periodo seco, seguidas pelas folhas medianas (FM)
e pelas folhas adultas (Tabela 1).

Um total de 105 leveduras foram isoladas, sendo 59 de folhas de T. impertiginosa e 46
de folhas de S. terebinthifolius. Dessas leveduras, quatro espécies sdo Ascomycota, todas do

género Candida, e cinco pertenceu a Cryptococcus e Rhodotorula, pertencentes ao filo
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Basidiomycota (Tabela 2). Candida guilliermondii foi a espécie mais frequentemente
encontrada em folhas de H. impetiginosus, seguida de Cryptococcus laurentii e Rhodotorula
glutinis. Nas folhas de H. impetiginosus, R. glutinis foi a levedura mais frequente.

Em folhas de H. impetiginosus foram identificadas oito espécies de leveduras no
periodo chuvoso e seis no periodo seco. Em folhas de S. terebinthifolius foram isoladas oito
espécies de leveduras endofiticas no periodo chuvoso e sete no periodo seco. O género
Rhodotorula e a espécie R. glutinis foram os taxons mais frequentemente encontrados.
Espécies de leveduras do filo Basidiomycota foram mais frequentes no periodo seco nas
folnas das duas plantas, sendo Cryptococcus mais comumente encontrado em H.
impetiginosus e Rhodotorula em S. terebinthifolius. Isolados representativos das espécies
identificadas pela metodologia classica foram selecionados para estudo de partes da regido
ITS do rDNA (Tabela 3).

Nas folhas jovens de H. impetiginosus foram identificadas sete espécies, seguida das
folhas medianas (6 espécies) e adultas (2 espécies). Nas folhas jovens as espécies mais
frequentes foram Candida guilliermondii, Cryptococcus laurentii e Rhodotorula glutinis. Nas
folhas medianas e adultas o endofito C. guilliermondii também foi mais frequente. Nas folhas
de S. terebinthifolius foram identificadas oito espécies, sendo C. heveanensis a mais frequente
nas folhas jovens, enquanto nas folhas medianas Rhodotorula minuta e R. glutinis foram mais
frequentes.Nas folhas adultas obtido apenas um isolado de cada levedura.

A riqueza (S) e diversidade (H) de leveduras endofiticas nas duas plantas estudadas foi
maior no periodo chuvoso (Tabela 4). As folhas jovens e medianas apresentaram maior
riqueza e diversidade de leveduras que as folhas adultas. A diversidade avaliada pelo indice
de Shannon (H) foi maior nas folhas jovens e menor nas folhas adultas. O filo Basidiomycota
apresentou maior riqueza e diversidade. A comunidade de leveduras endofiticas nas duas
espécies vegetais foi mais diversa no periodo chuvoso e nas folhas em estagio inicial de
desenvolvimento.

Tabela 2: Frequéncia absoluta de leveduras endofiticas isoladas de folhas de duas
plantas medicinais brasileiras crescendo em diferentes estagdes
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Planta medicinal, periodo temporal e tecido vegetal®

H. impetiginosus

Schinus terebinthifolius

Leveduras endofiticas Chuvoso Seco Total  Chuvoso Seco
F F F F F F FJ FM FA FJ FM FA
J M A J M A

Ascomycota

Candida albicans (C.P. Robin) 1 1 1

Berkhout

C. famata E.K. Novak & Zsolt 3 1 2 6 1 1

C. guilliermondii (Castell.) 4 4 3 4 2 1 18 2 1 1 1

Langeron & Guerra

C. sake (Joule) James Prescott 1 1

Basidiomycota

Cryptococcus heveanensis (Groen.) 2 2 4 5

Baptist & Kurtzman

Cryptococcus laurentii (Kuff.) C.E. 2 2 6 2 1 13 1 2

Skinner

Rhodotorula minuta (Saito) F.C. 1 1 2 2 3 2

Harrison

R. mucilaginosa (A. Jérg.) F.C. 2 2 1 5 1 1 3 1

Harrison

R. glutinis (Fresen.) F.C. Harrison 5 2 3 11 12 3 1 3 3 1

Total 18 12 3 18 5 3 14 5 2 18 6 1

Total

11

Tecido vegetal: FJ — folhas jovens, FM — folhas medianas, FA — folhas adultas



46

Tabela 3: Identificacdo molecular de leveduras endofiticas utilizando partes da regido

ITS do rDNA
Isolados Identifica Identifica Numer Identi Observacéo

cao cao 0 de dade

classica molecular acesso (%)
1F, 6F 21F, R. R. EU149 99 -
R189, mucilagin  mucilagin  812.1
26F, 33F osa osa
39F
2F, 4F, 10F, C. Bullera NR_07 96 Possivel nova espécie, ou
11F, 14F, 20F, laurentii arundinari 7092 essa espécie ndo esta no
23F, R188 e ae GenBank
R190
3F, 12F, 13F, C. C. HQ876 100 -
21F e 42F albicans albicans 043.1
5F, 9F, 16F, C. Meyerozy  JN1834 99 -
17F, 22F, 24F qguilliermo ma 44.1
e 40F ndii guilliermo

ndii

7F, 15F, 19F e R. glutinis Rhodotoru FJ2380 91 Possivel nova espécie
R192 la sp. 90.1
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Tabela 4: Comparacdes da diversidade de leveduras endofiticas isoladas das plantas
medicinais brasileiras H. impetiginosus e S. terebinthifolius obtidas de folhas jovens
(FJ), medianas (FM) e adultas (FA) no periodo seco e chuvoso

Comparag0es UFC Numero de Numero Shannon (H’) Fisher a Diversidade
isolados de de Simpson
espécies

H. impetiginosus

FJvs. FM 633 vs. 326 32 vs. 17 8vs. 6 1,83 vs. 1,59 3,42 vs. 3,30 0,81 vs. 0,76

FJvs. FA 633 vs. 112 32 vs. 6 8vs. 3 1,83 vs. 0,86 3,42 vs. 2,38 0,81 vs.0,5

FM vs. FA 326 vs. 112 17 vs. 6 6vs.3 1,59 vs. 0,86 3,30 vs. 2,38 0,76 vs. 0,5

Chuvoso vs. Seco 674 vs. 397 33 vs. 26 8Vvs. 6 1,78 vs. 1,55 3,35 vs. 2,44 0,79 vs. 0,75

Asco vs. Basidio - 26 vs. 33 4vs. 5 0,84 vs. 1,29 1,32 vs. 1,63 0,46 vs. 0,68

S.

terebinthifolius

FJvs. FM 1.519 vs. 32vs. 11 8vs. 4 1,89 vs. 1,26 3,42 vs. 2,26 0,82 vs. 0,69
542

FJvs. FA 1.519 vs. 32vs. 3 8vs. 3 1,89 vs. 1,09 3,42vs. 0 0,82 vs. 0,66
119

FM vs. FA 542 vs. 119 11 vs. 3 4vs. 3 1,26 vs. 1,09 2,26 vs. 0 0,69 vs. 0,66

Chuvoso vs. Seco  1.196 vs. 21vs. 25 8vs. 7 1,92 vs. 1,75 4,71 vs. 3,22 0,83 vs. 0,80
984

Asco vs. Basidio - 8 vs. 38 3vs. 5 0,90 vs. 1,53 1,74 vs. 1,54 0,53 vs. 0,77

Total

FJvs. FM 2.152 vs. 64 vs. 28 9vs. 6 2,03 vs. 1,67 2,85vs. 2,34 0,85vs. 0,80
868

FJvs. FA 1.152 vs. 64 vs. 9 9vs. 3 2,03 vs. 0,99 2,85vs. 1,57 0,85 vs. 0,59
231

FM vs. FA 868 vs. 231 28 vs. 9 6vs.3 1,67 vs. 0,99 2,34 vs. 1,57 0,80 vs. 0,59

Chuvoso vs. Seco  1.870 vs. 54 vs. 50 9vs. 7 1,97 vs. 1,86 3,08 vs. 2,21 0,83 vs. 0,83
1.381

Asco vs. Basidio - 34 vs. 71 4vs. 5 0,87 vs. 1,55 1,17 vs. 1,22 0,48 vs. 0,77

Tecido vegetal: FJ — folhas jovens, FM — folhas medianas, FA — folhas adultas
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Discussao

Os resultados do presente estudo se assemelham com outros trabalhos que
também utilizaram a fragmentacdo do tecido vegetal como meétodo para obtencdo de
fungos endofiticos. Por exemplo, Taylor et al. (1999) que estudaram folhas de T.
fortunei e recuperaram apenas quarto leveduras; Guo et al. (2000) que isolaram apenas
Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E. C. Hansen de tecidos de Litchi chinensis;
Marcarthur e McGee (2000) que verificaram a presenca de 26 fungos endofiticos
identificados como Blastomycete, e Vieira et al. (2012) que estudaram a planta
medicinal brasileira Vaccinium macrocarpon e conseguiram isolar 21 leveduras
endofiticas.

A maceracdo do material vegetal propiciou a deteccdo de um maior nimero de
leveduras, o que demonstra ser este método o mais apropriado do que os dois outros
testados. Da mesma forma, Landell et al. (2006), utilizando a técnica de assepsia e
maceracdo de folhas de Bromeliaceae da Floresta Atlantica no Brasil, isolaram 138
fungos sendo 40 espécies de leveduras endofiticas, das quais 16 ainda ndo eram
conhecidas para a ciéncia. Os resultados obtidos na presente pesquisa contribuirdo para
o entendimento da relacdo das leveduras endofiticas com o seu hospedeiro, ja que elas
séo pouco isoladas ou estudadas.

Este estudo parece ser o primeiro a descrever a diversidade de leveduras
endofiticas em folhas nas duas plantas medicinais brasileiras estudadas. No Brasil, além
de Landell et al. (2006) que estudaram leveduras em folhas de bromélias na Floresta
Atlantica, Gai et al. (2009) estudaram leveduras endofiticas em folhas de Citrus
coletadas em diferentes areas de cultivo. Alguns autores tém demonstrado que a
presenca de fungos endofiticos pode variar com a idade e a quimica do tecido vegetal do
hospedeiro (Arnold & Herre 2003; Jin et al. 2013), localizagdo do tecido (Gai et al.
2009; Bezerra et al. 2013) e com a mudanca temporal (Vieira et al. 2012), como foi
verificado neste estudo. Estudando a planta medicinal brasileira Solanum cernuum
Vieira et al. (2012) isolaram 18 leveduras endofiticas no periodo Umido e apenas trés no
periodo seco. Em relacdo a colonizagdo, Gai et al. (2009) demonstraram por
microscopia eletrénica de varredura a presenca de leveduras em estdmatos e xilema,

reforgando, segundo os autores, a sua natureza endofitica. Também no Brasil, Bezerra et
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al. (2013), em estudos com cactos relataram que leveduras endofiticas parecem preferir
os tecidos mais internos do hospedeiro. Como os estudos sobre leveduras endofiticas
ainda sdo insipientes, conclusdes precisas acerca da sua participagdo no
desenvolvimento vegetal sdo prematuras, sendo necessarios mais estudos para definir a
participacdo efetiva desses enddfitos na sobrevivéncia das plantas nos diversos
ambientes. Os resultados obtidos sugerem que leveduras endofiticas participam
ativamente no desenvolvimento foliar das duas plantas medicinais estudadas e que
possuem importancia ecoldgica para o vegetal nas distintas estacdes climaticas.

A maioria das leveduras endofiticas isoladas nas folhas das duas plantas
estudadas sdo Basidiomycota. Segundo Middelhoven (1997), a maioria das espécies de
leveduras isoladas da superficie de folhas de plantas de ambientes tropicais pertencem
ao filo Basidiomycota. No mesmo estudo, o autor registrou maior abundancia de
leveduras do filo Ascomycota quando utilizou plantas de regido Umida, concluindo que
a umidade pode influenciar a comunidade de leveduras em plantas de regi0es tropicais.

Resultado similar ao presente estudo foi obtido por Landell et al. (2006), os
quais registraram, em folhas de bromélias, maior riqueza de leveduras endofiticas do
filo Basidiomycota (cerca de 30 espécies), com mais frequéncia de espécies de
Sporobolomyces, Cryptococcus e Rhodotorula mais frequentemente isoladas. Entre as
areas estudadas, os autores também verificaram que o indice de diversidade de Shannon
variou entre 2,820 e 3,102 e a riqueza de leveduras endofiticas nas bromélias estudadas
foi distintamente superior variando entre 26 e 34 (Landell et al. 2006). Espécies de
Cryptococcus e Rhodotorula também foram mais isoladas em folhas de Citrus (Gai et
al. 2009) cultivadas no estado de S&o Paulo, Brasil. As leveduras endofiticas pode ter a
mesma ou superior importancia que as leveduras da superficie vegetal, que, segundo
Middelhoven (1997), podem proteger as plantas quando competem por nutrientes com
os fungos fitopatogénicos. Isso confirmam a importancia do estudo de leveduras
endofiticas em plantas medicinais e outras plantas de interesse econdmico com o intuito
de se conhecer a diversidade destes micro-organismos, seus beneficios para o
hospedeiro e importancia biotecnoldgica.

Ambientes tropicais possuem uma grande diversidade de plantas e muitas tém
sido utilizadas pelas populagdes tradicionais em diversas formulagdes para o tratamento

de enfermidades. Esses ambientes apresentam uma variagdo climatica que
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predominantemente destaca um periodo umido e outro seco. Alguns estudos de fungos
endofiticos tém demonstrado que a variacdo temporal pode influenciar a comunidade de
endofitos, como verificado nesta pesquisa. Estudando a associacdo de fungos
endofiticos com Phoradendron perrottettii e Tapirira guianensis, em areas de Cerrado
no Brasil, de Abreu et al. (2010) registraram maior nimero de isolados (1.266) e de
morfoespécies (92) nos tecidos vegetais coletados no periodo Umido. Os autores
observaram aumento significativo no nimero de endofitos nos caules de P. perrottettii e
nas folhas de T. guianensis na estacdo chuvosa. Contudo, folhas de P. perrottettii
apresentaram 0 mesmo numero de fungos endofiticos em ambas as estacdes. Variagdo
da riqueza de espécies de fungos endofiticos durante as estacbes do ano também foi
observada por Clay & Holah (1999) que estudaram a graminea Festuca arundinaceae
nos EUA. Em Baccharis dracunculifolia, Vieira et al. (2012) também verificaram maior
riqueza de enddfitos no periodo chuvoso. A umidade e a proximidade vegetacional em
ambientes tropicais sdo fatores ambientais importantes para a infecgdo e disperséo
fangica (Rodrigues 1994; Suryanarayanan et al. 2002) e podem influenciar a micro
diversidade endofitica fungica (Taylor et al. 1999). Deteccdo de mais leveduras nas
plantas estudadas no periodo Umido indica que a mudanca temporal pode influenciar a
colonizagdo endofitica por leveduras e que estes endofitos acompanham o
desenvolvimento das plantas.

A comunidade de leveduras endofiticas também foi influenciada pelo estagio de
desenvolvimento das folhas de H. impetiginosus e S. terebinthifolius estudadas. Folhas
jovens apresentaram o maior numero de UFC, maior riqueza e diversidade de leveduras
endofiticas nas duas plantas medicinais. Diferentemente dos nossos resultados, Arnold
et al. (2003) observaram maior riqueza de fungos endofiticos em folhas de Theobroma
cacao com mais idade. Da mesma forma, Vieira et al. (2012) observaram maior numero
de fungos endofiticos em folhas adultas e ndo conseguiram isolar endéfitos nas folhas
novas de Baccharis dracunculifolia. Resultados diferentes dos encontrados no presente
estudo estudo também foram obtidos por Jin et al. (2013) que estudaram folhas, caule e
raiz de Stellera chamaejasme e observaram maior densidade e diversidade de endofitos
em folhas e caules maduros.

As leveduras podem interagir ecologicamente e envolver-se com outros

organismos e substratos (Rosa et al. 2006), além disso, 0 rompimento da cuticula das
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células vegetais pode liberar substancias que favorecem a distribuicdo e manutencéo da
comunidade de leveduras (Middelhoven 1997). Como o desenvolvimento foliar
modifica a quimica da folha e esta pode influenciar a comunidade endofitica (Arnold &
Herre 2003) e como ja foi demonstrado que hd uma maior abundéncia de fungos
filamentosos em tecidos vegetais mais maduros (Arnold et al. 2003; Vieira et al. 2012;
Jin et al. 2013) e estes podem produzir compostos antimicrobianos (Siqueira et al. 2011;
Vieira et al. 2012), estes e outros fatores, tais como o0s ambientais, podem esta
contribuindo com a menor abundéncia e riqueza de leveduras endofiticas em folhas
adultas das duas plantas medicinais estudadas.

Semelhantemente, Bezerra et al. (2013) relataram que as leveduras endofiticas
preferiram colonizar os tecidos mais internos do cacto estudado. O comportamento das
leveduras deve diferir do comportamento dos fungos filamentosos, pois parece que estes
micro-organismos preferem colonizar substratos com alto teor de acucar (Carmo-Souza
1969) e o seu estabelecimento e manutencdo em comunidades naturais podem ser
influenciado pela produgéo de enzimas extracelulares (Trindade et al. 2002). Entretanto,
tem-se considerado que a distribuicdo de leveduras ndo ocorre aleatoriamente em
substratos agucarados, mas esta intimamente relacionada com interacbes que ocorrem
entre 0s micro-organismos, insetos e substratos (Phaff & Starmer 1980).

Somente este estudo descreveu a comunidade de leveduras endofiticas em folhas
com distinto estagio de desenvolvimento de S. terebinthifolius e H. impetiginosus e
demonstrou que as folhas jovens e periodo chuvoso possuem maior frequéncia de
endofitos e que esta comunidade endofitica parece ter importancia ecolégica direta no
desenvolvimento foliar das plantas estudadas durante a variagdo temporal. Além de
fornecer informacBes sobre a diversidade de leveduras associadas com nichos
especificos, esta pesquisa sugere que a presenga de leveduras endofiticas em plantas
medicinais € uma fonte de micro-organismos com potencialidades biotecnoldgicas,
podendo contribuir para o entendimento das relagdes endofiticas de leveduras e fungos
filamentos nos estagios de desenvolvimento vegetal. Estudos associando técnicas
(tradicionais, moleculares e protedmicas) que identifiguem leveduras e fungos
filamentos em distintos tecidos vegetais contribuem para o melhor entendimento da
ecologia endofitica das plantas tropicais, com énfase nas medicinais, economicamente

importantes para o desenvolvimento sustentavel.
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CONSIDERACOES GERAIS

A comunidade de leveduras endofiticas associada as plantas medicinais brasileira S.
terebinthifolius e H. impetiginosus representa uma importante diversidade de fungos até
entdo néo estudada.

O numero de UFC, riqueza e diversidade de leveduras endofiticas no periodo
chuvoso difere significativamente do periodo seco.

As folhas jovens apresentam a maior comunidade de leveduras endofiticas
associadas com as duas plantas medicinais estudadas.

As leveduras do filo Basidiomycota e a espécie Rhodotorula glutinis sdo os taxons
mais frequentes nas plantas estudadas.

Leveduras endofiticas parecem contribuir com o desenvolvimento foliar das plantas
medicinais estudadas e com a permanéncia delas em periodos de variacdo temporal.

Esta pesquisa da comunidade de leveduras endofiticas associadas a plantas S.
terebinthifolius e H. impetiginosus é o primeiro estudo e nenhum outro verificou essa
diversidade associada com folhas em distinto estadgio de desenvolvimento e em

mudanca temporal das duas plantas medicinais brasileiras.



